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(57) Abstract: The invention relates to methods and means for pro- 
ducing improved sugar beet, in particular sugar beet with an increased 
sucrose content, a reduced sucrose degradation rate during storage and 
improved growth. The invention relates to the use of at least two gene 
constructs for creating a plant of this type, in addition to nucleotide 
sequences used in said process. 

(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft 
Verfahren und Mittel zur Herstellung einer verbesserten Zuckerriibe, 
insbesondere einer Zuckerriibe, die einen gesteigerten Saccharo- 
segehalt, eine verringerte Ab baurate von Saccharose wahrend der 
Lagerung sowie ein verbessertes Wachstum aufweist Die Erfindung 
betrifft auch die Verwendung mindestens zweier Gen konstrukte 
zur Generierung einer solchen Pflanze sowie dabei eingesetzte 
Nucleotidsequenzen. 
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Veranderte PPase-Expression in Zuckerrube 

Beschxeibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft Verfahren und 
5 Mittel zur Herstellung einer verbesserten Zuckerru- 
be, insbesondere einer Zuckerrube, die einen ge- 
steigerten Saccharosegehalt in ihrem Speicherorgan, 
einen verringerten Saccharoseabbau wahrend der La- 
gerung und ein gesteigertes Wachstum der Rube auf- 
10 weist. Insbesondere betrifft die Erfindung die Ver- 
wendung mindestens zweier Genkonstrukte zur Gene- 
rierung einer solchen Pflanze sowie dabei einge- 
setzte Nucleotidsequenzen. 

Wahrend der Lagefung von Zuckerruben (Beta vulga- 
15 rls) , das hei&t wahrend des Zeitraums zwischen Ern- 
te und weiterer Verarbeitung, insbesondere der Zu- 
ckerextraktion, kommt es zu erheblichen Saccharose- 
verlusten durch Saccharoseabbau in den Speicheror- 
ganen. Dieser Saccharoseabbau findet auch nach Ab- 
20 schluss des Rubenwachs turns zur Auf rechterhaltung 
eines „maintenance"-Metabolismus im Rubenkorper 
statt. Wahrend der Lagerung der Ruben wird haupt- 
sachlich die im Rubenkorper akkuraulierte Saccharose 
abgebaut . Der Saccharoseabbau ist zum einen von 
25 verschiedenen Umweltf aktoren aber auch vom Ernte- 
prozess selbst abhangig. Er ist auch an eine Quali- 
tatsminderung der Zuckerruben gekoppelt, da dadurch 
der Anteil reduzierender Zucker wie Fructose oder 
Glucose im Rubenkorper zunimmt (Burba, M. , Zeit- 
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schrift fur die Zucker Industrie 26 (1976) , 647- 
658) . 

Im Verwundungsbereich zum Beispiel gekopfter geern- 
teter Ruben ist der Saccharoseabbau in erster Linie 
5 durch die enzymatische Hydrolyse durch eine wundin- 
duzierte Invertase vermittelt , die primar in den 
Vakuolen der Rubenzellen lokalisiert ist. Vakuolare 
und/oder zellwandgebundene Invertase- I soformen wer- 
den auch bei de novo -Verwundungen von Rubegewebe 
10 induziert (Rosenkranz, H. et al . , J. Exp. Bod. 52 
(2001) , 2381-2385) . Diesem Vorgang kann durch Ex- 
pression eines Invertaseinhibitors (WO 98/04722) 
oder durch die Expression eines antisense- bezie- 
hungsweise eines dsRNA-Konstruktes fur die vakuola- 
15 re invertase (WO 02/50109) begegnet werden. Dadurch 
wird der Saccharoseabbau im Rubenkorper jedoch nur 
teilweise verhindert. Dies hauptsachlich deshalb, 
da im rest lichen Rubenkorper, also auSerhalb des 
Verwundungsbereichs, uberwiegend infolge der dort 
20 herrschenden anaeroben Bedingungen der Abbau der 
.Saccharose \iber revers agierende Saccharosesyntha- 
se, UGPase und PFP in einem signif ikantem Umfang 
stattfindet. Fiir die Enzymaktivitat . der UGPase (U- 
ridin-diphosphoglucose-Pyrophosphorylase) und der 
25 PFP (Pyrophosphat : Fructose - 6 -phosphat- Phosphotrans- 
ferase) in diesem Abbauweg ist cytosolisches anor- 
ganisches Pyrophosphat (PP±) erforderlich (Stitt, 
M., Bot. Acta 111 (1998), 167-175). 

Es ist bekannt, dass neben ATP-abhangigen Stoff- 
30 wechselprozessen in der Pf lanzenzelle, hauptsach- 
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lich unter anaeroben Bedingungen, dissimilierende 
Enzymreaktionen stattfinden, die von cytbsolischem 
Pyrophosphat als Energielief erant abhangig sind. 
DemgemaS exist ieren in der Pf lanzenzelle im wesent- 
5 lichen zwei verschiedene Abbauwege zum Abbau von 
Saccharose (Stitt, M., a.a.O.): 

1) Hydrolyse der Saccharose in Fructose und Glu- 
cose durch Invertase, wobei die durch Hexoki- 
nase und Fructokinase in Gegenwart von ATP 

10 phosphorylierte Hexose durch die Phosphofruc- 

tokinase (PFK) ebenfalls unter ATP-Verbrauch 
in Fructose- 1 , 6 -bis -phosphat umgewandelt 
wird. 

2) Der Abbau von Saccharose durch Saccharose- 
15 synthase in UDP-Glucose und in Fructose mit 

anschliefiender Konversion der UDP-Glucose zu. 
Hexosephosphat durch UGPase in Gegenwart von 
Pyrophosphat und Umwandlung des Hexo- 
sephosphats in Fructose-1, 6-Bisphosphat durch 
20 PFP ebenfalls in Gegenwart von Pyrophosphat. 

Der zweite und_ PPi-abhangige Abbauweg wird unter. 
anaeroben Bedingungen, die bei der Lagerung der Ru- 
benkorper auftreten, in der Pf lanzenzelle sogar be- 
vorzugt durchlaufen, da dadurch ATP-Reserven, die 
25 bei dem ersten Abbauweg der Saccharose verbraucht 
werden wiirden, erhalten werden. Da bisher bekannte 
Mafinahmen zur Reduzierxing des Saccharoseverlustes 
hauptsachlich die Hemmiang des ersten Abbauwegs (zum 
Beispiel Invertase- Inhibition) betreffen, welcher 
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- auSer in Verwundungsbereichen - fur den Saccharo- 
severlust bei gelagerten Ruben wenig relevant ist, 
gibt es zur Zeit keine bef riedigende Losung fur das 
Problem lagerungsbedingter Saccharoseverluste . An- 
5 dere bekannte MaEnahmen bestehen in der allgemeinen 
Reduktion enzymatischer Aktivitat durch Lagerung 
bei niederen Temperaturen, beispielsweise unter 
12°C, bei gleichzeitig hoher Luf tf euchtigkeit . 

Daruber hinaus besteht der Wunsch, Pflanzen, insbe- 
10 sondere Rubenpf lanzen, bereitzustellen, die bereits 
einen gesteigerten Saccharosegehalt in ihren Spei- 
cherorganen aufweisen bzw. Rubenpf lanzen, die durch 
verstarktes Wachstum in Folge langerer Meristemak- 
tivitat auch einen groSeren Riibenkorper bilden und 
15 damit mehr Saccharose speichern. 

Meristematische Gewebe zeigen einen intensiven Py- 
rophosphat-Stof fwechsel . Zentrale Syntheseleistun- 
gen in den Meristemen wie Zellwandsynthese, Prote- 
insynthese und Nukleinsauresynthese bilden Py- 

20 rophosphat als Reaktionsprodukt , so dass dessen 
Spaltung die betroffenen enzymatischen Reaktionen 
fordert. Aus diesem Grund stellt die Kontrolle des 
Pyrophosphat - Pools in Cytoplasma und Kern durch Py- 
rophosphate spaltende bzw. -verbrauchende enzymati- 

25 sche Reaktionen einen wichtigen Mechanismus zur Be- 
einflussung der meristematischen Aktivitat dar. Ne- 
ben Enzymreaktionen, die Pyrophosphat als Co- 
Substrat verwenden (PFP, UGPase, s.o.) sind hierbei 
vakuolare IT^-Pyrophosphatasen und losliche Py- 

30 rophosphat as en beteiligt. 
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Somit liegt die Aufgabe der vorliegenden Erfindung 
darin, ein System bereitzustellen, das im Wesentli- 
chen Saccharoseverluste in Pflanzen, insbesondere 
Rubenpf lanzen, weiter vermindert, und auch zu 
5 Pf lanzen fuhrt, die einen gesteigerten Saccharose- 
gehalt und/oder einen vergroSerten Rubenkorper auf- 
weisen. 

Diese Aufgabe wird erf indungsgemaS durch die Be- 
reitstellung eines Verfahrens zur Herstellung einer 

10 transgenen Pflanze, insbesondere Rubenpf lanze, be- 
vorzugt Zuckerrube (Beta vulgaris) , mit gesteiger- 
tem Saccharosegehalt und bevorzugt vermindertem 
Saccharoseabbau wahrend der Lagerung gemaS Anspruch 
1 gelost. Die Aufgabe wird erf indungsgemaS auch ge- 

15 lost durch die Bereitstellung einer durch dieses 
Verfahren erhalt lichen transgenen Pf lanze mit einem 
gesteigerten Saccharosegehalt und insbesondere ei- 
nem vermindertem Saccharoseabbau wahrend der Lage- 
rung, Die Aufgabe wird erf indungsgemafi auch gelost 

20 durch die Bereitstellung mindestens eines Nuclein- 
sauremolekuls, codierend fur ein Protein mit der 
biologischen Aktivitat einer loslichen Pyrophospha- 
tase aus Beta vulgaris, insbesondere einer cytoso- 
lischen Pyrophosphatase (C-PPase) , bevorzugt der- 

25 selben Pyrophosphatase, die durch Einfiigen mindes- 
tens einer Kernlokalisiemngssequenz (NLS) in ihrer 
Kompartimentierung geandert ist, sowie durch die 
Bereitstellung mindestens eines Nucleinsauremole- 
kuls, das einen Promotor einer vakuolaren Py- 

30 rophosphatase (V-PPase) aus Beta vulgaris codiert. 
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Das erfindungsgemafie Verfahren zur Herstellung ei- 
ner transgenen Rubenpflanze mit gesteigertem Sac- 
charosegehalt umfasst 

a) das Transf ormieren mindestens einer Rubenzel- 
5 le mit mindestens zwei Transgenen, wobei das 

erste Transgen fur eine vakuolare Py- 
rophosphatase (V-PPase) insbesondere aus Beta 
vulgaris und das zweite Transgen fur eine cy- 
tosolische oder kernlokalisierte losliche Py- 
10 rophosphatase (C-PPase) insbesondere aus Beta 

vulgaris codiert, und daran anschlieSend 

b) das Kultivieren und Regenerieren der so 
transf ormierten mindestens einen Riibenzelle 
unter Bedingungen, die zur -teilweisen, be- 

15 vorzugt vollstandigen- Regeneration einer 

transgenen Rubenpflanze mit gesteigertem Sac- 
charosegehalt fuhren, wobei anschlieSend 

c) eine transgene regenerierte Rubenpflanze mit 
gesteigertem Saccharosegehalt in der Rube er- 

20 halten wird, die einen gesteigerten Saccharo- 

segehalt in der Rube, bevorzugt einen vermin- 
derten Saccharoseabbau wahrend der Lagerung, 
und/oder bevorzugt einen durch gesteigerte 
Meristemaktivitat vergroSerten Riibenkorper 

25 auf weist . 



Die Erfinder fanden uberraschend, dass durch 
gleichzeitige Expression eines als erstes Transgen 
bereitgestellten Nucleinsauremolekuls, das eine V- 
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PPase insbesondere aus Beta vulgaris codiert, vor- 
zugsweise eine V- PPase- cDNA, und eines als zweites 
Transgen bereitgestellten Nucleinsauremolekuls, das 
eine OPPase insbesondere aus Beta vulgaris co- 
5 diert, vorzugsweise eine C-PPase-cDNA, in der 
transgenen Zelle einer Rubenpflanze der Saccharo- 
seflux aus der Vakuole gedrosselt, der Transport 
von Saccharose in die Vakuole hinein gesteigert und 
der cytosolische Abbau der Saccharose auf dem PPi- 

10 abhangigen Weg minimiert wird. Die verminderte Ver- 
fugbarkeit vakuolarer Saccharose im Cytosol ist da- 
bei primar auf die verstarkte Aktivitat des ApH- 
abhangigen Saccharosetransports von Saccharose . iiber 
die Tonoplastenmetnbran in die Vakuole zuruckzufuh- 

15 ren. Der fur den Saccharose transport erf orderliche 
pH-Gradient ist in hohem Mafie von der Aktivitat der 
metnbranstandigen V-PPase abhangig. Diese zeigt noch 
bei geringer Konzentration des Substrats Py- 
rophosphat hohe Aktivitat (K„ < 10 /xmol/l) , wahrend 

20 die Affinitat loslicher PPasen deutlich niedriger 
ist (Km > 100 /zmol/1) . Uberraschenderweise kann 
:durch das erf indungsgemaSe Verfahren eine transgene 
Pf lanzenzelle, insbesondere eine transgene Pflanze, 
mit gesteigerter Saccharoseakkumulation erhalten 

25 werden . 

Durch die erf indungsgemaS vermittelte Express.ion # 
insbesondere die Uberexpression, transgener cytoso- 
lischer bzw. Kern-lokalisierter und/oder transgener 
vakuolarer Pyrophosphatase wird der Pyrophosphatge- 
30 halt in der Pf lanzenzelle reduziert . Erf indungsge- 
maS besonders bevorzugt ist dabei die erf indungsge- 
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ma£ vermittelte Expression, insbesondere Uberex- 
pression, transgener cytosolischer bzw. Kern- 
lokalisierter zusammen, bevorzugt gleichzeitig, mit 
der erf indungsgemaS vermittelten. Expression, ; insbe- 
5 sondere Uberexpression, transgener vakuolarer Py- 
rophosphatase- Dadurch wird einerseits der Py- 
rophosphat - abhangige Saccharoseabbau ent scheidend 
vermindert, andererseits fordert der gesteigerte 
Pyrophosphatabbau im Cytosol und Zellkern auch ver- 

10 schiedene- Syntheseleistungen in den Meristemen der 
Pflanze, was wiederum wachstumssteigernd wirkt, so 
dass .vergroEerte Rubenkorper . erhalten werden. In 
vorteilhafter Weise wird der Saccharosegehalt in 
der Vakuole- durch die gesteigerte Aktivitat der 

15 V-PPase erhdht, der Saccharoseabbau im Cytosol sig- 
nifikant vermindert und die Aktivitat der Meriste- 
me, insbesondere lokalisiert an der Peripherie des 
wachsenden Rubenkorpers , erhoht . 

Eine so erhaltliche transgene Pflanze weist ein ge- 
20 steigertes Wachstum sowie insbesondere einen ge- 
_steigerten Saccharosegehalt, insbesondere bereits 
zum Zeitpunkt der Ernte, auf . Der lagerungsbedingte 
Abbau von Saccharose in der Pflanze ist vermindert 
und die so erhaltliche transgene Pflanze ist lage- 
25 rungsbestandiger . 

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erf indung wird 
unter einem „gesteigerten Saccharosegehalt w ein Ge- 
halt an Saccharose hauptsachlich im Speichergewebe 
von Pflanzen, insbesondere Ruben, verstanden, der 
30 normalerweise urn mindestens 5%, insbesondere min- 
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destens 10%, bevorzugt mindestens 20%, besonders 
bevorzugt mindestens 3 0% tiber dem durchschnittli- 
chen Saccharosegehalt in entsprechenden Geweben 
vergleichbarer bekannter Ruben liegt. Der ...durch- 
5 schnittliche Saccharosegehalt in der Speicherwurzel 
der Zuckerrube (Seta vulgaris) lag in den letzten 
20 Jahren in Deutschland bei 17,14 ± 0,56 Gewichts- 
% (siehe z.B. Zuckerindustrie 126 . (2001) 2: S. 
162) . Bevorzugt betragt der durchschnittliche Sac- 
10 charosegehalt im Speichergewebe der erf indungsgemaS 
erhaltlichen Ruben mehr als 18 Gewichts-%, insbe- 
sondere mehr als 21 Gewichts-%. 

Im Zusammenhang mit . der vorliegenden Erfindung wird 
unter einer „gesteigerten" oder „erhdhten Meriste-. 

15 maktivitat" beziehungsweise einem „verbesserten Me- 
ristemwachstum w eine Steigerung des Wachstums der 
Rube (bezogen auf das Frischgewicht ) normalerweise 
urn mindestens 5%, bevorzugt mindestens 10%, beson- 
ders bevorzugt mindestens 19% gegenuber dem durch- 

20 schnittlichen Wachstum vergleichbarer bekannter Ru- 
ben verstanden. 

Im Zusammenhang^ mit der vorliegenden Erfindung wird 
unter einem „Transgen u ein Gen verstanden, das in 
Form von DNA oder RNA, vorzugsweise cDNA, in eine 

25 Eukaryontenzelle transf iziert , das heiSt transf or - 
miert, werden kann, wodurch insbesondere fremde ge- 
netische Information in die transf izierte Eukaryon- 
tenzelle eingebracht wird. Dabei wird unter einem 
„Gen u mindestens eine unter der operativen Kontrol- 

30 le mindestens eines regulatorischen Elementes ste- 
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hende insbesondere Protein- codierende Nucleotidse- 
quenz, das heiSt ein oder tnehrere inf ormationstra- 
gende Abschnitte von DNA-Molekulen, verstanden. 
Transgene liegen nach erfolgter Transfektipn der 
Eukaryontenzelle als Nucleinsauremolekul (e) tran- 
sient oder aber in das Genom der transf izierten 
Zelle integriert vor, wobei diese naturlicherweise 
in dieser Zelle nicht vorkommen, oder sie liegen an 
einem Ort im Genom dieser Zelle integriert vor, an 
dem sie naturlicherweise nicht vorkommen, das heiSt 
Transgene sind in einer anderen genomischen Umge- 
bung lokalisiert oder liegen in . einer anderen als 
der nattirlichen Kopienzahl vor oder stehen unter 
Kontrolle eines anderen Promotors . 

Erf indungsgemafi bevorzugt umfasst das erste Trans - 
gen, welches fur eine V-PPase insbesondere aus Beta 
vulgaris codiert, mindestens ein Nucleinsauremole- 
kul, wobei die Sequenz dieses Nucleinsauremolekuls 
ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus 

a) einer Nucleotidsequenz dargestellt in Sequenz 
ID Nr. 4, der komplementaren Sequenz davon, 

b) einer Nucleotidsequenz, welche die Aminosau- 
resequenz dargestellt in Sequenz ID Nr. 5 co- 

diert sowie deren komplementare Nucleotidse- 

» 

quenz und 

c) einer modif izierten Nucleotidsequenz, wobei 
ein modif iziertes Nucleinsauremolekul der mo- 
dif izierten Nucleotidsequenz mit dem Nuclein- 
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sauremolekill mit der Nucleotidsequenz nach a) 
oder b) hybridisiert und dabei eine Sequenz- 
identitat von mehr als 80%, bevorzugt mehr 
als 90%, 95% oder 99%, aufweist. 

Erf indungsgemaS bevorzugt umfasst das zweite Trans- 
gen , welches fur eine C-PPase insbesoridere aus Beta 
vulgaris codiert, mindestens ein Nucleinsauremole- 
kul, wobei die Sequenz dieses Nucleinsauremolekuls 
ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus 

a) einer Nucleotidsequenz dargestellt in Sequenz 
ID Nr. 1, der komplementaren Sequenz davon, 

b) einer Nucleotidsequenz, welche die Aminosau- 
resequenz, dargestellt in Sequenz ID Nr. 2 
codiert, sowie deren komplementare Nucleotid- 
sequenz und 

c) einer modif izierten Nucleotidsequenz, wobei 
ein modif iziertes Nucleinsauremolekul der mo- 
difizierten Nucleotidsequenz mit dem Nuclein- 

. sauremolekul mit der Nucleotidsequenz nach a) 
oder b) hybridisiert und dabei eine Sequenz- 
identitat von mehr als 80%, bevorzugt mehr 
als 90%, 95% oder 99%, aufweist. 

In einer bevorzugten Variante umfasst die Nucleo- 
tidsequenz des vorgenannten erf indungsgemaS bevor- 
zugten C-PPase-Nucleinsauremolekuls auSerdem min- 
destens eine Kernlokalisierungssequenz . 
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In einer bevorzugten Ausfuhrungsform des erfin- 
dungsgemaSen Verfahrens wird . das mindestens eine 
erste Transgen auf einem Vektor angeordnet. Erfin- 
dungsgemaS bevorzugt kann auch das mindestens eine 

5 zweite Transgen auf einem Vektor angeordnet sein. 
Besonders bevorzugt sind sowohl erstes als auch 
zweites Transgen auf einem Vektor, insbesondere dem 
gleichen Vektor angeordnet. Der Vektor liegt in be- 
vorzugter Ausfuhrung in isolierter und gereinigter 

10 Form vor. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform des erfin- 
dungsgemafien Verfahrens sind das mindestens eine 
erste Transgen, codierend fur eine V-PPase, und das 
mindestens eine zweite Transgen, codierend. fur eine 

15 C-PPase, auf einem einzigen Vektor zusammen ange- 
ordnet, wobei insbesondere das erste Transgen in 
5'- zu 3'-Richtung vor dem zweiten Transgen ange- 
ordnet ist. In einer altemativen Variante ist das 
zweite Transgen in 5'- zu 3'-Richtung vor dem ers- 

20 ten Transgen auf dem Vektor angeordnet . In einer 
.weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform ist mindestens 
ein erstes Transgen auf mindestens einem ersten 
Vektor und mindestens ein zweites Transgen auf min- 
destens einem vom dem ersten Vektor verschiedenen 

25 zweiten Vektor angeordnet. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform wer- 
den erstes und zweites Transgen gleichzeitig in 
mindestens eine Pf lanzenzelle, insbesondere Ruben- 
zelle transfiziert, das heifit transf ormiert . Bevor- 
30 zugt wird die Transformation durch ballistische In- 
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jektion, das heiSt durch biolistische Transformati- 
on, in an sich bekannter Weise durchgef uhrt . In ei- 
ner weiteren Variante findet die Transformation 
durch Elektrotransformation, bevorzugt mittels E- 
5. lektroporation, in an sich bekannter Weise statt . 
♦ In einer weiteren Variante wird die Transformation 
durch Agrobakterien, bevorzugt mittels insbesondere 
AgrroJbacteriurn tumefaciens oder AgrroJbacterium rhizo- 
genes, als Transf ormationsmittel in an sich bekann- 
10 ter Weise durchgef uhrt . In einer weiteren Variante 
wird die Transformation mittels Viren in an sich 
bekannter Weise durchgef tihrt . 

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wer- 
den unter „ Vektoren" insbesondere Liposomen,. Cosmi- 

15 de, Viren, Bacteriophage^ Shuttle -Vektoren und an- 
dere in der Gentechnik ubliche Vektoren verstanden, 
Bevorzugt werden darunter Plasmide verstanden. In 
einer besonders bevorzugten Variante ist dies der 
pBinAR-Vektor (Hofgen und Willmitzer, 1990) . Diese 

20 Vektoren besitzen bevorzugt noch mindestens eine 
.weitere Funktionseinheit , die insbesondere eine 
Stabilisierung und/oder Replikation des Vektors im 
Wirtsorganismus.bewirkt oder dazu beitragt. 

In einer besonders bevorzugten Ausf uhrungs form ' des 
25 erf indungsgemaSen Verfahrens werden Vektoren einge- 
setzt, bei denen mindestens ein erf indungsgemafies 
Nucleinsauremolekul unter der funktionellen Kon- 
trolle von mindestens einem regulatorischen Element 
steht. Erf indungsgemaS werden unter dem Begriff 
30 "regulatorisches Element" solche Elemente verstan- 
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den, welche die Transkription und/oder Translation 
von Nucleinsauremolekulen in prokaryontischen 
und/oder eukaryontischen Wirtszellen gewahrleisten, 
so dass ein Polypeptid oder Protein exprimiert 
5 wird. Bei regulatorischen Elementen kann es sich um 
Promotoren, Enhancer, Silencer und/oder Transkrip- 
t ionsterminat ionssignale handeln . Regulatorische 
Elemente, die mit einer erf indungsgemaiSen Nucleo- 
tidsequenz, insbesondere den Protein- codierenden 

10 Abschnitten dieser Nucleotidsequenz, funktionell 
verbunden sind, konnen Nucleotidsequenzen sein, die 
aus anderen Organismen oder anderen Genen stammen 
als die Protein- codierende Nucleotidsequenz selbst. 
In einer bevorzugten Variante besitzt der erfin- 

15 dungsgemaS bevorzugt eingesetzte Vektor mindestens 
ein weiteres Regulationselement , insbesondere min- 
destens einen Intrans -Enhancer . 

Bevorzugt sind die eingesetzten Vektoren zur Uber- 
expression des ersten oder zweiten Transgens oder 

20 beider Transgene ausgestattet . Dies wird insbeson- 
.dere dadurch erreicht, dass das mindestens eine er- 
ste und/oder das mindestens eine zweite Transgen 
auf dem Vektor .operativ verknupf t zu mindestens ei- 
nem Promotor vorliegen. Erf indungsgemaS besonders 

25 bevorzugt ist der Promotor ein gewebespezif ischer 
Promotor, ein konstitutiv exprimierender 

(=konstitutiver) Promotor oder ein induzierbarer 
Promotor. Erf indungsgemaS bevorzugt ist der Promo- 
tor auch ein lagerungsspezif ischer Promotor. In ei- 

30 ner besonders bevorzugten Variante besitzt der Pro- 
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motor auf dem vorgenannten Vektor eine Kombination 
der Eigenschaften der vorgenannten Promotoren. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsf qrm ist 
der mindestens eine Promotor ein Promotor aus einer 
5 Riibenpflanze, insbesondere aus Beta vulgaris. Be- 
vorzugt ist dies ein Promotor der vakuolaren Py- 
rophosphatase (V-PPase- Promotor) . In weiteren be- 
sonders bevorzugten Ausfuhrungsformen ist der min- 
destens eine Promotor ein Promotor aus Arabidopsis 
10, thaliana oder ein Promotor aus dem Blumenkohlmosa- 
ik-Virus (CaMV) , insbesondere der CaMV35S -Promotor. 
In einer weiteren bevorzugten Variante ist der min- 
destens eine Promotor ein Saccharosesynthase- 
Promotor . 

15 Die erf indungsgemaS bevorzugte Uberexpression der 
vakuolaren Pyrophosphatase, bevorzugt unter der. 
Kontrolle mindestens eines CaMV35S-Promotors , fuhrt 
zu einer deutlich verbesserten Energetisierung der 
Vakuole, das heifit zu einem erhohten pH-Gradienten, 

20 was hauptsachlich zur verstarkten Akkumulation von 
Speicherstof fen, insbesondere von Saccharose in der 
Vakuole fuhrt; hauptsachlich deshalb, da durch die 
durch die erf indungsgemafi bevorzugte Uberexpression 
bedingte Ansauerung der Vakuole der aktive Saccha- 

25 rosetransport in das Lumen der Vakuole gesteigert 
wird. 

Daruber hinaus wird durch die erf indungsgemaS be- 
vorzugte Uberexpression der C-PPase insbesondere 
erreicht, dass der Abbau an cytosolischem bezie- 
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hungsweise nuklearem Pyrophosphat (PP±) im Ver- 
gleich zu einer nicht transf ormierten Rubenzelle 
erheblich gesteigert wird. Ein auf diese Weise we- 
sentlich verminderter Anteil an cytosolischem be- 
5 ziehungsweise nuklearem Pyrophosphat fuhrt zu einem 
verminderten PPi-abhangigen Saccharoseabbau bezie- 
hungsweise durch Aktivierung verschiedener Synthe- 
seleistungen (s.o.) zu einer gesteigerten Meriste-. 
maktivitat. Zusammen mit der durch die Uberexpres- 

10 sion der V-PPase gesteigerten Akkumulation von 
Speicherstof f en, insbesondere von Saccharose in der 
Vakuole kommt es bevorzugt bereits vor der Ernte, 
das heiSt beim Heranwachsen der Pflanze, in der er-, 
f indungsgemafi erhalt lichen transgenen Rube zu einem 

15 gesteigerten Saccharosegehalt . 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung 
ist ein Nucleinsauremolekul , das ein Protein mit 
der biologischen Aktivitat einer loslichen Py- 
rophosphatase insbesondere aus Beta vulgaris, ins- 
20 besondere einer cytosolischen Pyrophosphatase (C- 
.PPase) - bevorzugt nach dem an sich bekannten uni- 
versellen genetischen Standardcode - codiert, wobei 
die Sequenz dieses Nucleinsauremolekiils ausgewahlt 
ist aus der Gruppe bestehend aus 

25 a) einer Nucleotidsequenz dargestellt in Sequenz 

ID Nr. 1, der komplementaren Sequenz davon, 

b) einer Nucleotidsequenz, welche die Aminosau- 
resequenz, welche in Sequenz ID Nr. 2 darge- 
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stellt ist, codiert sowie deren komplementare 
Nucleotidsequenz und 

c) einer modif izierten Nucleotidsequenz, wobei 
ein modif iziertes Nucleinsauremolekul der mo- 
difizierten Nucleotidsequenz mit dem Nuclein- 
sauremolekul mit der Nucleotidsequenz nach a) 
bder b) hybridisiert und dabei eine Sequenz- 
identitat von mehr als 8 0%, bevorzugt mehr 
als 90%, 95% oder 99%, auf weist . 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung 
ist ein Nucleinsauremolekul, das ein Protein mit 
der biologischen Aktivitat einer vakuolaren Py- 
rophosphatase insbesondere aus Beta vulgaris 
- bevorzugt nach dem an sich bekannten universellen 
genet ischen Standardcode - codiert, wobei die Se- 
quenz dieses Nucleinsauremolekuls ausgewahlt ist 
aus der Gruppe bestehend aus 

a) einer Nucleotidsequenz dargestellt Sequenz ID 
Nr. 4, der komplementaren Sequenz davon, 

b) einer Nucleotidsequenz, welche die Aminosau- 
resequenz, welche in Sequenz ID Nr. 5 darge- 
stellt ist, codiert sowie deren komplementare 
Nucleotidsequenz und 

c) einer modif izierten Nucleotidsequenz, wobei 
ein modif iziertes Nucleinsauremolekul der mo- 
difizierten Nucleotidsequenz mit dem Nuclein- 
sauremolekiil mit der Nucleotidsequenz nach a) 
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oder b) hybridisiert und dabei eine Sequenz- 
identitat von mehr als 80%, bevorzugt mehr 
als 90%, 95% oder 99%, aufweist. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung 
5 ist ein Nucleinsauremolekul, das fur einen Promotor 
der vakuolaren Pyrophosphatase (V-PPase). insbeson- 
dere aus Beta vulgaris - bevorzugt nach dem an sich 
bekannten universellen genetischen Standardcode - 
codiert, wobei die Sequenz des Nucleinsauremolekuls 
10 ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus 

a) einer Nucleotidsequenz dargestellt in Sequenz - 
ID Nr. 6, der komplementaren Sequenz davon, 

b) einer Nucleotidsequenz dargestellt in Sequenz 
ID Nr. 7, der komplementaren Sequenz davon 

15 und 



c) einer modif izierten Nucleotidsequenz, wobei 
ein modif iziertes Nucleinsauremolekul der mo- 
difizierten Nucleotidsequenz mit dem Nuclein- 
sauremolekul nach a) oder b) hybridisiert und 
20 dabei eine Sequenzidentitat von mehr als 80%, 

90%, 95% oder 99% auf weist . 



Das Nucleinsauremolekul ist dabei bevorzugt ein 
DNA-Molekul ,* zum Beispiel cDNA oder genomische DNA, 
oder ein RNA-Molekul, zum Beispiel mRNA. Das Nuc- 
25 leinsauremolekiil stammt bevorzugt aus der Zuckerru- 
be Beta vulgaris. Vorzugsweise liegt das Nuclein- 
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sauremolekiil in isolierter und gereinigter Form 
vor. 

Die Erfindung umfasst somit auch modif izierte Nuc- 
leinsauremolekule mit einer modif izier ten Nucleo- 
5 tidsequenz, die beispielsweise durch Substitution, 
Addition, Inversion und/oder Deletion einer oder 
einiger Basen eines erf indungsgemaSen Nucleinsaure- 
molekuls, insbesondere innerhalb der codierenden 
Sequenz einer Nucleinsaure, erhaltlich sind, das 

10 heiSt Nucleinsauremolekiile, die als Mutanten, Deri- 
vate oder funktionelle Aquivalente eines erfin- 
dungsgemaSen Nucleinsauremolekuls bezeichnet werden 
konnen. Solche Manipulationen der Sequenzen werden 
. beispielsweise durchgefiihrt , urn die von einer Nuc- 

15 leinsaure codierte . Aminosaure sequenz gezielt zu 
verandern. Zum Beispiel codieren die erf indungsge- 
maS bevorzugten modif izierten Nucleinsauren veran- 
derte Enzyme, insbesondere veranderte vakuolare 
und/oder cytosolische Pyrophosphatasen und/oder 

20 insbesondere mit veranderter enzymatischer Aktivi- 
,tat und werden insbesondere zur Transformation 
landwirtschaf tlich genutzter Pflanzen verwendet, 
hauptsachlich urn transgene Pflanzen herzustellen. 
Solche Modif ikationen dienen erf indungsgemaS bevor- 

25 zugt auch dem Ziel, innerhalb der Nucleinsaurese- 
quenz geeignete Restriktionsschnittstellen bereit- 
zustellen oder nicht erf orderliche Nucleinsaurese- 
quenzen oder Restriktionsschnittstellen zu entfer- 
nen. Dabei werden die erf indungsgemalSen Nucleinsau- 

30 remolekule in Plasmiden insertiert und mittels 
Standardverf ahren der Mikrobiologie beziehungsweise 



WO 2004/083440 



20 



PCT/EP2004/001405 



Molekularbiologie in an sich bekannter Weise einer 
Mutagenese oder einer Sequenzveranderung durch Re- 
kombination unterzogen. 

Zur Erzeugung von Insert ionen, Deletionen oder Sub- 
5 stitutionen, wie Transitionen und Transversionen, 
sind beispielsweise Verfahren zur in vitro- 
Mutagenese, "primer repair " -Verfahren sowie Re- 
striktions- und/oder Ligationsverf ahren geeignet 
(vgl. Sambrook et al., Molecular Cloning: A Labora- 

10 tory Manual, 2. Auflage (1989), Cold Spring Harbor 
Laboratory Press, NY, USA) . Sequenzveranderungen 
lassen sich auch durch Anlagerung naturlicher oder 
synthetischer Nucleinsauresequenzen erreichen. Bei- 
spiele fur synthetische Nucleinsauresequenzen sirid 

15 Adaptoren oder Linker, die u.a. auch zur Verknup- 
fung von Nucleinsaure-Fragmenten an diese Fragmente 
angefiigt werden. Die vorliegende Erfindung betrifft 
auch naturlich vorkonunende Sequenzvarianten der er- 
f indungsgemafien oder erf indungsgemaS eingesetzten 

20 Nucleinsauremolekule . 

Die im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung 
verwendeten Formulierungen analog zu der Formulie- 
rung "modif iziertes Nucleinsauremolekul, das mit 
einem Nucleinsauremolekul hybridisiert " bedeuten, 

25 dass ein Nucleinsauremolekul in an sich bekannter 
Weise unter maSig stringenten Bedingungen mit einem 
anderen, davon verschiedenen Nucleinsauremolekul 
hybridisiert. Beispielsweise kann die Hybridisie- 
rung mit einer radioaktiven Gensonde in einer 

30 Hybridisierungslosung (zum Beispiel : 25% Formamid, 
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5 x SSPE, 0,1% SDS, 5 x Denhardt-Losung, 50 mg/ml 
Heringsperma-DNA, bezuglich Zusammensetzung der 
Einzelkomponenten) 20 Stunden bei 37°C erfolgen 
(vgl. Sambrook et al . , Molecular Cloning: A Labora- 
5 tory Manual, 2. Auflage (1989), Cold Spring Harbor 
Laboratory Press, NY, USA) . AnschlieSend wird die 
unspezifisch gebundene Sonde beispielsweise durch 
mehrf aches Waschen der Filter in 2 x SSC/0,1% SDS 
bei 42 °C entfernt. Vorzugsweise wird 0,5 x SSC/0,1% 

10 SDS, besonders bevorzugt mit 0,1 x SSC/0,1% SDS bei 
42 °C gewaschen. Diese erf indungsgemaS bevorzugt en 
hybridisierenden Nucleinsauremolekule weisen in be- 
vorzugter Ausfiihrungsf orm mindestens 80%, vorzugs- 
weise mindestens 85%, 90%, 95%, 98% und besonders 

15 bevorzugt mindestens 99% Homologie, das heiSt Se- 
quenzidentitat auf Nucleinsaureebene zueinander 
auf . 

Der Ausdaruck "Homologie" bezeichnet in diesem Zu- 
sammenhang den Grad der Verwandtschaf t zwischen 

20 zwei oder mehreren Nucleinsauremolekiilen, der durch 
..die Ubereinstimmung zwischen ihren Nucleotidsequen- 
zen bestimmt wird. Der Prozentsatz der "Homologie" 
ergibt sich aus dem Prozentsatz ubereinstimmender 
Bereiche in zwei oder mehr Sequenzen unter Beruck- 

25 sichtigung von Liicken oder anderen Sequenzbesonder- 
heiten. Bevorzugt werden dafur die zu vergleichen- 
den Nucleotidsequenzen der Nucleinsauremolekule li- 
ber ihre gesamte Sequenzlange verglichen. 

Bevorzugte und an sich bekannte Verfahren zur Be- 
30 stimmung der Homologie, die hauptsachlich in Compu- 
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terprogrammen verwirklicht sind # erzeugen zunachst 
die groSte Ubereinstimmung zwischen den zu verglei- 
chenden Sequenzen, zum Beispiel das GCG- 
Programmpaket , einschlieElich GAP (Devereux, . J - / et 
5 al., Nucleic Acids Research, 12 (12) (1984), 387; 
Genetics Computer Group University of Wisconsin, 
Madison (WI) ) ; BLASTP, BLASTN und FASTA (Altschul, 
S., et al. f J. Molec Bio 215 (1990), 403-410). Auch 
der bekannte Smith Waterman-Algorithmus kann zur 

10 Bestimmung der Homologie verwendet werden. Die Aus- 
wahl der Programme hangt sowohl von dem durchzufiih- 
renden Vergleich als auch davon ab, ob der Ver- 
gleich zwischen Sequenzpaaren durchgefuhrt wird, 
wobei GAP oder Best ■ Fit bevorzugt sind, oder zwi- 

15 schen einer. Sequenz und einer umf angreichen Se- 
quenz-Datenbank, wobei FASTA oder BLAST bevorzugt 
sind. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist auch ein 
im erf indungsgemaSen Verfahren bevorzugt eingesetz- 

20 ter Vektor, welcher mindestens eine der Sequenzen 
.der vorgenannten erf indungsgemaSen Nucleinsauremo- 
lekule enthalt . Er f indungsgemaS bevorzugt ist die- 
ser Vektor ein... viraler Vektor. In einer weiteren 
Variante ist dieser Vektor bevorzugt ein Plasmid, 

25 in einer besonders bevorzugten Variante der pBihAR- 
Vektor. In einer Variante werden bevorzugt auch die 
Vektoren erfasst, bei denen das in ihnen enthaltene 
mindestens eine erf indungsgemaSe Nucleinsauremole- 
kiil mit mindestens einem regulatorischen Element 

30 operativ verbunden ist, das die Transkription und 
Synthese translatierbarer Nucleinsauremolekule in 
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Pro- und/oder Eukaryontenzellen gewahrleistet . Der- 
artige regulatorische Element e sind bevorzugt Pro- 
motoren, Enhancer, Operatoren und/oder Trans cr ipt i - 
onsterminationssignale . Die vorgenannten erf in - 
5 dungsgemafien Vektoren enthalten bevorzugt zusatz- - 
lich Ant ibiotikum-Resistenzgene , Herbizid- 

Resistenzgene und/oder andere ubliche Selektions- 
marker. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung 

10 ist eine Wirtszelle, die mit mindestens einem der 
vorgenannten erf indungsgemaSen Vektoren transfor- 
miert ist, wobei diese Wirtszelle bevorzugt. eine 
bakterielle Zelle, eine pflanzliche Zelle oder eine 
tierische Zelle - ist. Gegenstand der vorliegenden 

15 Erfindung ist daher auch eine transgene und vor- 
zugsweise fertile Pflanze, die nach dem erfindungs- 
gemaSen Verfahren erhalten wird, wobei mindestens 
eine der Zellen dieser Pflanze transf ormiert ist 
und diese Pflanze bevorzugt durch einen gesteiger- 

20 ten Saccharosegehalt und/oder ein gesteigertes 
Wachstum in Folge vermehrter Meristemaktivitat ge- 
kennzeichnet sind. Selbstverstandlich umfasst die 
Erfindung auch die aus den erf indungsgemaSen trans - 
formierten Pflanzen erhaltenen Nachkommen und Wei- 

25 ter ziichtungen . 

Die vorliegende Erfindung betrif f t auch transgene 
Pf lanzenzellen, die mit einem oder mehreren erf in- 
dungsgemaSen oder erf indungsgemaS eingesetzten Nuc- 
leinsauremolekul (en) transf ormiert , das heiSt 
30 transfiziert wurden, sowie transgene Pflanzenzel- 
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len, die von derartigen transf ormierten Zellen ab- 
stammen. Derartige Zellen enthalten ein oder mehre- 
re erf indungsgemafi eingesetzte oder erf indungsgema- 
Se Nucleinsauremolekul(e) , wobei diese(s) vprzugs- 
5 weise mit regulatorischen DNA-Elementen verknupft 
ist/sind, welche die Transkription in pflanzlichen 
Zellen gewahrleisten. Derartige Zellen lassen sich 
von naturlicherweise vorkommenden Pf lanzenzellen 
insbesondere dadurch unterscheiden, dass sie min- 

10 destens ein erf indungsgemaSes oder erf indungsgemaS 
eingesetztes Nucleinsauremolekul enthalten, das na-. 
tiirlicherweise in diesen Zellen nicht vorkommt, 
und/oder dadurch, dass ein solches Molekul an einem 
Ort im Genom der Zelle integriert vorliegt, an dem 

15 es naturlicherweise nicht vorkommt, das heiSt in 
einer anderen genomischen Umgebung oder in einer 
anderen als der naturlichen Kopienzahl vorliegt 
und/oder unter der Kontrolle mindestens eines ande- 
ren Promotors steht . 

20 Die transgenen Pf lanzenzellen konnen nach dem Fach- 
mann bekannten Techniken zu ganzen Pf lanzen regene- 
riert werden. Die durch Regeneration der erfin- 
dungsgemaiSen trjansgenen Pf lanzenzellen erhaltlichen 
Pflanzen sind ebenfalls Gegenstand der vorliegenden 

25 Erfindung. Die Erfindung betrifft auch Pflanzen, 
die mindestens eine, bevorzugt jedoch eine Vielzahl 
von Zellen enthalten, welche die erf indungsgemafien 
oder die erf indungsgemaS eingesetzten Vektorsyste- 
me, aber auch Derivate oder Teile davon enthalten, 

30 und welche aufgrund der Aufnahme dieser Vektorsys- 
teme, Derivate oder Teile davon zu einer Synthese 
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von Polypeptiden (Proteinen) befahigt sind, die ei- 
ne modif izierte Pyrophosphataseaktivitat bewirken. 
Die Erfindung ermoglicht also die Bereitstellung 
von Pflanzen der verschiedensten Arten, Gattungen, 
5 Familien, Ordnungen und Klassen, welche insbesonde- 
re die vorgenannten Charakteristika aufweisen. Bei 
den erf indungsgemaSen transgenen Pflanzen handelt 
es sich prinzipiell urn monocotyle oder dicotyle 
Pflanzen wie Graminae, Pinidae, Magnoliidae, Ranun- 

10 culidae, Caryophyllidae, Rosidae, Asteridae, Ari- 
dae, Liliidae, Arecidae, Commelinidae sowie Gym- 
nospermae aber auch urn Algen, Moose, Fame oder 
auch Calli, Pf lanzenzellenkulturen etc., sowie um 
Teile, Organe, Gewebe, Ernte- oder Vermehrungsmat e 

15 rialien i davon. Bevorzugt handelt es sich aber um 
Nutzpf lanzen, insbesohdere um Saccharose syntheti- 
sierende und/oder speichernde Pflanzen wie die Zu- 
ckerrube . 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung 
20 ist Erntematerial und Vermehrungsmat erial der vor- 
genannten erf indungsgemaSen transgenen Pflanzen, 
beispielsweise Bluten, Fruchte, Samen, Knollen, 
Wurzeln, Blattex, Wurzelstocke, Samlinge, Stecklin- 
ge, etc. 

25 Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist auch die 
Verwendung. von mindestens einem der vorgenannten 
erf indungsgemafien Nucleinsauremolekxile zur Herstel- 
lung einer solchen vorgenannten transgenen Pflanze 
mit mindestens einer transf ormierten Zelle, insbe- 
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sondere in Verbindung mit mindestens einem der vor- 
genannten Vektoren. 

Das Sequenzprotokoll ist Teil dieser Beschreibung 
und erlautert die vorliegende Erfindung; es enthalt 
5 die Sequenzen mit SEQ ID Nr. 1 bis 7: 

SEQ ID Nr. 1 zeigt die 1041 Nucleotide umfassende 

DNA-Sequenz des die losliche Beta- 
Pyrophosphatase codierenden Nuclein- 
sauremolekiils aus Beta vulgaris 
10 (bspl) ; 

SEQ ID Nr. 2 zeigt die 222 Aminosauren umfassende 

Polypeptidsequenz der loslichen Be- 
ta -Pyrophosphat a se aus Beta vulgaris 
(BSP1) ; 

15 SEQ ID Nr. 3 zeigt die 245 Aminosauren umfassende 

Polypeptidsequenz einer rekombinan- 
ten loslichen Beta- Pyrophosphatase 
in Vektor pQE30 mit N-terminalem 
His -Tag; 

20 :SEQ ID Nr. 4 zeigt die 2810 Nucleotide umfassende 

DNA-Sequenz des die vakuolare Beta- 
Pyrophosphatase codierenden Nuclein- 
sauremolekuls aus Beta vulgaris der 
Isoform I (bvpl) ; 

25 SEQ ID Nr. 5' zeigt die 764 Aminosauren umfassende 

Polypeptidsequenz der vakuolaren Be- 
ta -Pyrophosphatase aus Beta vulgaris 
der Isoform I (BVP1) ; 
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SEQ ID Nr. 6 

5 SEQ ID Nr. 7 

SEQ ID Nr. 8 

10 

SEQ ID Nr. 9 

15 SEQ ID Nr. 10 

SEQ ID Nr. 11 

20 

SEQ ID Nr. 12 

SEQ ID Nr. 13 

25 

SEQ ID Nr. 14 



zeigt die 1733 Nucleotide umfassende 
DNA-Sequenz des bvpl- Promo tors fur 
die vakuolare Beta -Pyrophosphatase 
aus Beta vulgaris der Isoform.I; 

zeigt die 962 Nucleotide umfassende 
DNA-Sequenz des bvp2 -Promo tors fur 
die vakuolare Beta -Pyrophosphatase 
aus Beta vulgaris der Isoform II. 

zeigt die 18 Nucleotide umfassende 
DNA-Sequenz des Sense -Primers gemafi 
Beispiel 1. 

zeigt die 22 Nucleotide umfassende 
DNA-Sequenz des Antisense- Primers 
gemafi Beispiel 1 . 

zeigt die 3 8 Nucleotide umfassende 
DNA-Sequenz des Sense -Primers gemafi 
Beispiel 2 . 

zeigt die 38 Nucleotide umfassende 
DNA-Sequenz des Antisense -Primers 
gemafi Beispiel 2 . 

zeigt die 31 Nucleotide umfassende 
DNA-Sequenz des Sense -Primers gemafi 
Beispiel 4. 

zeigt die 31 Nucleotide umfassende 
DNA-Sequenz des Antisense - Primers 
gemafi Beispiel 4 . 

zeigt die 3 0 Nucleotide umfassende 
DNA-Sequenz des Sense-Primers gemafi 
Beispiel 5. 
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SEQ ID Nr. 15 zeigt die 31 Nucleotide umfassende 

DNA-Sequenz des Ant isense -Primers 
gemafi Be i spiel 5 . 

SEQ ID Nr. 16 zeigt die 34 Nucleotide umfassende 
5 DNA-Sequenz des Sense -Primers gemafi 

Beispiel 6 . 

SEQ ID Nr. 17 zeigt die 35 Nucleotide umfassende 

DNA-Sequenz des Ant isense -Primers 
gemafi Beispiel 6 . 

10 SEQ ID Nr. 18 zeigt die 20 Nucleotide umfassende 

DNA-Sequenz eines Sense -Primers ge- 
mafi Beispiel 7 . 

SEQ ID Nr. 19 zeigt die 21 Nucleotide umfassende 
■ DNA-Sequenz eines Antisense- Primers 
15 gemafi Beispiel 7. 

SEQ ID Nr. 2 0 zeigt die 24 Nucleotide umfassende 

DNA-Sequenz eines Sense-Primers ge- 
mafi Beispiel 7 . 

SEQ ID Nr. 21 zeigt die 2 0 Nucleotide umfassende 
20 DNA-Sequenz eines Antisense -Primers 

gemafi Beispiel 7 . 

Die vorliegende Erfindung wird durch die Figuren 1 
bis 10 und die folgenden Beispiele naher erlautert. 

Figur 1 zeigt f luoreszensmikroskopische Aufnahmen 
25 transformierter Rubenzellen: Figur la 

zeigt eine transf ormierte Beta vulgaris- 
Zelle im Durchlicht, Figur lb zeigt die 
subzellulare Lokalisation des RFP- 
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Kontrollplasmids in den Plastiden und Fi- 
gur lc zeigt die subzellulare Legalisati- 
on mit GFP fusionierter loslicher Py- 
. rophosphatase (BSP1) in den cytoplasmati- 
5 schen und kernnahen Bereichen des Proto- 

plasten; 

Figur 2 zeigt biochemische Eigenschaf ten der 16s- 
lichen BetarPyrophosphatase (BSP1) : Figur 
2a zeigt die pH-Abhangigkeit und Figur 2b 
10 die Temperatur-Abhangigkeit der Enzymak- 

tivitat, Figur 2c zeigt die Ermittlung 
des K,n-Werts fiir Pyrophosphat (Eadie- 
Hof stee-Diagramm) ; 

Figur 3 zeigt die Protonen-Pumpaktivitat in drei 
1 5 Monate geiagerten Ruben : Figur 3 a zeigt 

die V-PPase-Aktivitat , Figur 3b zeigt die 
V-ATPase-Aktivitat ; 

Figur 4 zeigt eine Westernblot -Analyse fur BSP1 
in Blatt und Rube; 

20 Figur 5 zeigt eine Westernblot -Analyse der V- 
PPase in der Zuckerriibe (Beta, vulgaris) ; 

Figur 6 zeigt die Northernblot -Analyse von V- 
PPase und V-ATPase in Keimlingen der Zu- 
ckerrube ; 

25 Figur 7 zeigt die Northernblot -Analyse der V- 
PPase bei Stressbehandlung von Suspensi- 
onskulturzellen der Zuckerriibe; 
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zeigt die Nor thernblot -Analyse der Ex- 
pressionsmuster nach Verwundung von Zu- 
ckerriiben; 

zeigt die Northernblot -Analyse der ent- 
wicklungsabhangigen Expression des Poly- 
peptids der V-PPase aus Beta vulgaris der 
Isoform II. (BVP2) ; 

zeigt den schematischen Aufbau von rekom- 
binanten Vektoren: Figur 10a zeigt den 
gemaS Beispiel 4 erhaltenen Vektor, Figur 
10b den gemaS Beispiel 5 erhaltenen Vek- 
tor, Figur 10c den gemaS Beispiel 6 er- 
haltenen Vektor. 

Beispiel 1: Isolierung der cDNA-Sequenz einer los- 
15 lichen Pyrophosphatase aus Beta vulgaris L. (BSP1) 

Aus Suspensionskulturzellen von Beta vulgaris L. 
wurde die Gesamt-RNA nach Logemann et al. (Analyt. 
Biochem., 163 (1987), 16-20) isoliert und mittels 
.-reverser Transkriptase in cDNA umgeschrieben. Auf- 
20 grund von Sequenzvergleichen wurden degenerierte 
Primer hergestellt mit deren Hilfe durch PCR eine 
435 bp lange partielle cDNA-Sequenz aus dem codie- 
renden Bereich der loslichen Pyrophosphatase aus 
Zuckerrube (bspl) amplif iziert wurde: 

25 Sense-Primer : 

TGC TGC TCA TCC WTG GCA (SEQ ID Nr. 8) 



Figur 8 
Figur 9 

5 

Figur 10 

10 
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Antisense-Primer : 

TCR TTY TTC TTG TAR TCY TCA A (SEQ ID Nr. 9) 

Durch RLM-RACE-Technologie (GeneRacer™ Kit, In- 
vitrogen, Groningen, Niederlande) wurde anschlie- 
5 Send die Sequenz der bspl- Vol langen -cDNA (1041 bp) 
(SEQ ID Nr. 1) bestimmt, die demnach aus einem 
666 bp langen ORF besteht, welcher von einer 118 bp 
langen 5 ' -UTR und einer 257 bp langen 3 ' -UTR flan- 
kiert wird. Die von dem ORF der bspl-cDNA codierte 
10 Aminosauresequenz ist in SEQ ID Nr. 2 dargestellt 
und weist 222 Aminosauren auf . 

Die Tabellen 1 und 2 zeigen biochemische Eigen-- 
schaften von BSP1 und den Einfluss zweiwertiger Ka-. 
tionen auf die Aktivitat des BSP1: 

15 Tabelle 1; 



Biochemische Eigenschaf ten von BSP1 


Aminosauren 


222 


GroSe 


25,5 kDa 


pi (errechnet) 


5, 62 


Oligomerisierungsgrad * 


evtl . Tetramer 
(Gelfilt ration) 


pH-Optimum * 


pH 8,5 


Tempera tur- Optimum * 


53° C 


PPi (2,5 m mol/1 Mg) * 


-160 /xmol/1 


Zweiwertige Kationen * 


Mg 2+ essentiell, 

Ca 2+ (kompetitiv) hemmend 



WO 2004/083440 



32 



PCT/EP2004/001405 



*) ermittelt anhand des rekombinanten Proteins, 
pQE30-Vektor (Qiagen®, Hilden, Deutschland) mit 
N-terminalem HIS-Tag; die Aminosauresequenz ist in 
SEQ ID Nr. 3 dargestellt . Fur die Amplif ikation des 
5 codierenden Bereichs von bspl wurden dieselben Pri- 
mer verwendet, die. unter Beispiel 2 beschrieben 
sind (SEQ ID Nr, 10 und 11) . 



Tabelle 2 : 



Einfluss zweiwertiger I on en auf die BSPl-Aktivitat 


Magnesium- 
Konz . 
[mmbl/1] 


Calcium- 

Konz . 
[mmol/l] 


Relative Pyrophosphatase - 
Aktivitat [%] 


2,5 


0 


100 


2,5 


0, 05 


55 


2,5 


0,5 


6 


0 


0 


0 



10 Ergebnisse : 

Figur 2a zeigt die Ergebnisse der pH-Wert- 
Bestimmung (pH 8,5), Figur 2b die Ergebnisse der 
Temperaturoptimum-Bestimmung (53°C) und Figur 2c 
die Ergebnisse der I^-Wert-Bestimmung (160 /xmol/1 
15 PPi) . 
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Beispiel 2 : Untersuchungen zur subzellularen Lega- 
lisation von BSP1 

Neben der computergestutzten Analyse der BSP1- 
Primarsequenz im Hinblick auf Signalpeptide wurde 
5 der codierende Bereich in einen modif izierten 
pFFi 9 G-Vektor (Timmermanns et al . , J. Biotech. 14 
(1990), 333-344) kloniert, der anstelle des p- 
Glucoronidase-Strukturgens die Sequenz des "green 
fluorescent protein" (GFP) tragt (Sheen, et al., 

10 Plant J. 8(5) (1995), 777-784). Der dafur verwende- 
te Sense -Primer enthalt neben einer BairiHI- 
Schnittstelle (unterstrichen) unmittelbar vor dem 
Start -ATG eine . „Kozak u - Sequenz , urn eine optimale 
Translation zu gewahrleisten. Der Ant isense- Primer 

15 enthalt sowohl; eine PstI- als auch eine Sall- 
Schnittstelle (unterstrichen) : 

Sense -Primer : 

GTC GGG ATC C GC CAC CAT GGA TGA GGA GAT GAA TGC TG 
(SEQ ID Nr. 10) 

20 .Anti.sense- Primer : 

GAA GCT GCA GGT CGA C TC TCC TCA ATG TCT GTA GGA TG 
(SEQ ID Nr. 11) 

Nachdem sowohl das bspl-Amplif ikat als auch der 
pFFi 9 G-Vektof mit BairiHI und PstI geschnitten wo'rden 
25 waren, erfolgte die Ligation und anschlieSend die 
biolistische Transformation von Beta vulgaris- 
Suspensionskulturzellen mit Hilfe einer Partikel- 
kanone (Biolistic* PDS-1000/He, BioRad, Hercules, 



WO 2004/083440 



34 



PCT/EP2004/001405 



Kalifornien, USA) . Dabei wurde gleichzeitig ein 
pFFi 9 G-Kbntrollplasmid eingebracht, das die Sequenz 
fur ein Fusionsprotein aus einem 81 Aminosauren 
langen Peptid der plastidaren y-ECS aus Brassica 
5 juncea und dem "red fluorescent protein" aus Disco- 
soma spec. (dsRED) enthielt (Jach et al., Plant J. 
28 (4) (2001), 483-491)- 24 h nach dem Beschuss wur- 
den die Zellwande mittels lytischer Enzyme verdaut, 
und nach weiteren 24 h wurde die transiente Expres- 
10 sion der beiden Fusionsproteine in den Protoplasten 
f luoreszenzmikroskopisch an einem Inverslicht- 
mikroskop untersucht . Die Analyse des GFP- 
Fusionsproteins erfolgte mit Hilfe eines FITC- 
Filters (Anregung: 450-490 nm, Emission: 515 nm. 
.15 Langpass) , :im Fall des dsRED-Fusionsproteins wurde 
ein XF137-2-Filter (Anregung: 540±30 nm, Emission: 
585 nm Langpass) verwendet . . 

Ergebni sse : 

Figur 1 zeigt die subzellulare Legalisation von 
20 \BSP1 ermittelt durch f luoreszenzmikroskopische GFP- 
Analyse transf ormierter Rubenzellen: Aus Figur la 
wird ersichtlich, dass eine transf ormierte Seta 
vulgaris- Zelle nicht von einer untransf ormierten zu 
unterscheiden ist. Figur lb betrifft das RFP- 
25 Kontrollplasmid. Zu erkennen ist, dass die Plast- 
iden rot (hell) aufleuchten aufgrund des plastida- 
ren Signalpeptids der plastidaren y-ECS. In Figur 
lc zeigt die Anregung des GFP, dass die mit dem GFP 
fusionierte losliche Pyrophosphatase kein plastida- 
30 res Signalpeptid aufweist. Deutlich ist die cy- 
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toplasmatische und Kernlokalisation im Protoplasten 
zu erkennen. BSP1 ist of f ensichtlich eine cytosoli- 
sche beziehungsweise kernlokalisierte losliche Py- 
rophosphatase. Diese wird auch als C-PPase bezeich- 
5 net . 

Beispiel 3: Funktionsnachweis durch Uberexpression 
von BSP1 in E. coll 

Die codierende Sequenz fur die C-PPase aus Beta 
vulgaris (BSP1) wurde mittels PCR amplif iziert . Die 
10 dafur verwendeten Primer waren dieselben* wie bei 
der oben beschriebenen Amplif ikat ion fur das 
pPF i9 : :GFP-Konstrukt (Beispiel 2) . 

Die Klonierung in den Expressionsvektor pQE3 0 ^(Qia-. 
gen®, Hilden) erfolgte uber BairiKI / Sail . Das Kon- 
15 strukt wurde zusammen mit einem pUBS520-Plasmid 
(Brinkmann et al . , Gene 85 (1) (1989), 109-114) in 
E. coli-DH5a-Zellen transf ormiert . 

Die Produktion von BSP1 wurde mittels 1 mmol/1 IPTG 
(Isopropyl-p-thiogalactopyranosid) induziert , nach- 

20 dem die Bakterien eine Dichte von OD 600 =1 erreicht 
hatten. Das Wachstum erfolgte liber Nacht bei 37° C. 
Die Aufreinigung von BSP1 wurde unter nativen Be- 
dingungen diirchgef uhrt . Der Aufschluss der Zellen 
erfolgte mittels einer French-Presse . Der dabei 

25 verwendete Lysispuffer enthielt 50 mmol/1 MOPS (pH 
8) , 30 0 mmol/1 NaCl, 10 mmol/1 Imidazol und 5 
mmol/1 MgCl 2 . Nach der durch die 6 N-terminalen 
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Histidine vermittelten Bindung an eine Nickel-NTA- 
Matrix erfolgten tnehrere Waschschritte mit steigen- 
der Imidazol-Konzentration (20-75 mmol/1) unter 
sonst gleichen Puf f erbedingungen . Die Elution er- 
5 folgte analog mittels 100-250 mmol/1 Imidazdl . 

Fur den Aktivitatsassay wurde 50 /il Proteinlosung 
mit 200 ill Reaktionspuf fer (Standard: 50 mmol/1 
Tris (pH 8,5), 1 mmol/1 Pyrophosphat , 2,5 mmol/1 
MgCl 2 ) versetzt und 15 min inkubiert. Die Reaktion 
10 wurde mit 750 /xl Farbelosung (3,4 mmol/1 Ammonium- 
molybdat in 0,5 mol/1 Schwef elsaure, 0,5 mol/1 SDS, 
0,6 mol/1 Ascorbinsaure : 6:2:1, v/v/v) gestoppt. 
Nach 20 min wurde die Absorption bei 820 nm gemes- 
. sen (Roj as-Beltran et al. 39 (1999), 449-461). 

15 Beispiel 4: Klonierung der loslichen Pyrophosphata- 
se BSP1 (C-PPase) in den Transf ormationsvektor 
pBinAR 

Anhand der im folgenden genannten Primer und der 
-oben beschriebenen cDNA aus Suspensionskulturzellen 

20 wurde die 1041 bp lange Vollangen-cDNA (SEQ ID Nr. 
1) der loslichen Pyrophosphatase (BSP1) mittels PCR 
amplif iziert . Die Enden der Primer waren mit JCpnl- 
(Sense-Primer) bzw. Xbal- (Antisense- Primer) 
Schnittstellen (unterstrichen) versehen, urn das : Am- 

25 plifikat anschlieSend in den oben beschriebenen 
Pf lanzentransformationsvektor pBinAR (Hofgen und 
Willmitzer, Plant Science 66 (2) (1990) , 221-230) 
ligieren zu konnen. 
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Sense -Primer : 

CCG GGG TAG CA A GGA ATT TGT AGA TCT CCG A 
(SEQ ID Nr.- 12) 

Antisense-Primer: 

5 CTA GTC TAG A AG CCT CCT AAA CCA AAC ATG A 
(SEQ ID Nr. 13) 

In Figur 10a ist der erhaltene Vektor dargestellt. 

Beispiel 5 : Klonierung der vakuolaren Pyrophospha- 
tase (V-PPase) in den Trans format ionvekt or pBinAR 

10 Folgende Primer wurden generiert, welche zu Beginn 
der 5'-UTR (Sense-Primer) und am Ende der 3'-UTR 
(Antisense-Primer) der Isoform I der V-PPase aus 
Zuckerrube binden (Kim et al., Plant. Physiol. 106 
(1994) , 375-382) : 

15 Sense - Primer : 

ACA CTC TTC CTC TCC CTC TCT TCC AAA CCC 
. (SEQ ID Nr. 14) 

Antisense-Primer : 

TAG ATC CAA TCT GCA AAA TGA GAT AAA TTC C 
20 (SEQ ID Nr. 15) 

Mit Hilfe dieser Primer wurde die V-PPase-Sequenz 
(bvpl) mittels PCR aus der oben beschriebenen Ge- 
samt-cDNA heraus amplifiziert und das 2860 bp lange 
Amplifikat (SEQ ID Nr. 4) anschlieSend in den Vek- 
25 tor pCR 0 2.1-TOPO® (Invitrogen, Groningen, Nieder- 
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lande) zwischenkloniert . Das erhaltene Amplif ikat 
enthalt den die Beta-V-PPase (BVP1) codierenden Be- 
reich (SEQ ID Nr. 5) . 

Die links und rechts der Insertionsstelle befindli- 
5 chen Restriktionsschnittstellen Kpnl und Xbal des 
TOPO-Vektors wurden dazu genutzt, die Sequenz der 
V-PPase auszuschneiden und anschlieiSend in die MCS 
des ebenfalls itpnl/Xbal-geschnittenen Pflanzen- 
transformationsvektor pBinAR zu ligieren. In Figur 
10 10b 1st der so erhaltene Vektor dargestellt . 

Beispiel 6 : Herstellung des Doppelkonstrukts durch 
Klonierung der Sequenz en von V-PPase und C-PPase in 
pBinAR 

Die gesamte Expressionskassette der C-PPase wurde 
15 aus dem entsprechenden pBinAR-Konstrukt liber PCR 
amplif iziert . Sie enthalt neben der Vollangen-cDNA 
der C-PPase den CaMV35S-Promotor (540 bp) sowie den 
OCS- Terminator (196 bp) . Der fur die Amplif ikat ion 
: benutzte Sense-Primer bindet am B'-Ende des 
20 CaMV35S-Promotors und besitzt eine Apal- 
Schnittstelle, "der Antisense -Primer r greift am 3'- 
Ende des OCS -Terminators und verfugt eine Clal- 
Schnittstelle (unterstrichen) : 

Sense-Primer: 

25 AAG TCG GGG CCC GAA TTC CCA TGG AGT CAA AGA T 
(SEQ ID Nr. 16) 
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Antisense- Primer : 

GAA GCC ATC GAT AAG CTT GGA CAA TCA GTA AAT TG 
(SEQ ID Nr.- 17) 

Das . mittels dieser Primer gewonnene Amplif ikat wur- 
5 de mit Apal und Clal verdaut und anschlieSend in 
. das ebenfalls Apal und Clal verdaute 
V-PPase/pBinAR-Konstrukt einligiert . Diese beiden 
Schnittstellen befinden sich hier zwischen dem OCS- 
Terminator und der rechten Grenzregion der T-DNA. 
10 Aufgrund der Position der Schnittstellen Apal und 
Clal befinden sich die beiden Expressionskassetten 
damit in umgekehrter Orientierung im pBinAR- 
Doppelkonstrukt . In Figur 10c ist der Doppelvektor 
dargestellt . 

15 Beispiel 7 : Klonierung der V- PPase - Promotoren 

Die Promotorsequenz (SEQ ID Nr. 6) der V-PPase- 
Isoform I (BSP1) wurde mittels einer genomischen 
DNA-Bank isoliert, die mit Hilfe des Lambda-ZAP- 
Xhol -Partial-Fill- In'-Vektorkits (Stratagene, Ams- 
20 terdam, Niederlande) hergestellt worden war (Lehr 
et al., Plant Mol. Biol., 39 (1999), 463-475). Als 
Biotin-Sonde diente eine 569 bp lange Sequenz aus 
dem codierenden Bereich, die mittels degenerierter 
Primer hergestellt worden war: 

25 Sense -Primer: 

GGW GGH ATT GCT GAR ATG GC 
(SEQ ID Nr. 18) 
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Ant i sense -Primer : 

AGT AYT TCT TDG CRT TVT CCC 
(SEQ ID Nr. 19) 

Die Promotorsequenz (SEQ ID Nr. 7) der Isoform II 
5 (BSP2) wurde mittels „ Inverse XV -PCR ermittelt. Aus 
Zuckerrubenblattern wurde ■ genomische DNA 'nach dem 
Verfahren von Murray und Thompson (Nucl. Acids Res, 
8 (1980), 4321-4325) isoliert. Nach Verdau mit dem 
Restriktionsenzym TaqI wurden die Enden der Spalt- 
10 produkte ligiert, so dass zirkulare DNA-Molekule 
entstanden. Diese dienten in einer .PCR als „Templa-. 
te w , wobei der Sense -r Primer aus dem 5'-nahen Be- 
reich der codierenden Region, der Antisense- Primer 
aus der 5 ' -UTR stammte : . 

15 Sense-Primer: 

CCA AAA CGT CGT CGC TAA ATG TGC 
(SEQ ID Nr. 20) 

Ant i sens e - Primer : 

ACC GGA ACC CTA ACT TTA CG 
20 7 (SEQ ID Nr. 21) 

Beispiel 8: Aktivitat der V-PPase 

a ) Tono&l as ten- Isolation . 

Tonoplasten aus Zuckerruben wurden in Anlehnung an 
Ratajczak et al. (Planta, 195 (1995), 226-236) iso- 
25 liert. 45 g Riibenmaterial (4 Monate bei 4° C gela- 
gert) wurden in 160 ml Homogenisierungsmedium 
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(pH 8,0), 450 mmol/1 Mannitol, 200 mmol/1 Tricin, 3 
mmol/1 MgS0 4/ 3 mmol/1 EGTA, 0,5% (w/v) Polyvinyl - 
pyrrolidon (PVP) , 1 mmol/1 DTT) in einem Mixer zer- 
kleinert. Das Homogenat wurde durch 200 /im-Gaze 
5 filtriert und anschlieSend 5 min bei 42 00 x g 
zentrif ugiert . Der Uberstand wurde zur Gewinnung 
der mikrosomalen Fraktion 30 min bei 300000 x g in 
einem Beckman^-SO . 2-Ti-Rotor zentrif ugiert . Die 
erhaltenen Pellets wurden in 50 ml Homogenisie- 

10 rungsmedium resuspendiert . Je 25 ml wurden mit 8 ml 
Gradientenmedium (5 mmol/1 HEPES (pH 7,5), 2 mmol/1 
DTT und 25% (w/w) Saccharose) unterschichtet und 90 
min bei 100000 x g zentrif ugiert . Von beiden Gra- 
dienten wurde jeweils 1 ml Interphase, welche die 

15 Tonoplastenf raktion reprasentiert , mit einer Pas- 
teurpipette abgenommen.. und mit Verdunnungsmedium 
(50 mmol/1 HEPES (pH 7,0), 3 mmol/1 MgS0 4 und 1 
mmol/1 DTT) gemischt. AnschlieSend wurden die To- 
noplasten 30 min bei 300000 x g pelletiert, in 500 

20 fil Lagermedium (10 mmol/1 HEPES (pH 7,0), 40% Gly- 
cerol, 3 mmol/1 MgS0 4 und 1 mmol/1 DTT) resuspen- 
diert und in flussigem Stickstoff eingefroren. Die 
anschlieSende Lagerung erfolgte bei -80° C. 

b) Nachweis der Pro tonenpumpaktivi tat 

25 Die .Bestimmung der V-PPase-Protonenpumpaktivitat 
erfolgte nach Palmgren (Plant Physiol., 94 (1990), 
882-886) . Eingesetzt wurde 50 /zg Tonoplastenpro- 
tein. 
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Ergebnisse : 

Die Figuren 3a und 3b zeigen die H + -Pumpaktivitat 
in drei Monate gelagerten Ruben: 

• Die spezifische Aktivitat der V-ATPase ist etwa 
5 doppelt so hoch wie die der V-PPase. 

• die vesikulare Ansauerung fuhrt zu vergleichba- 
ren pH- Gradient en. 

Beispiel 9: Antiseren und Immunoblot -Analyse 

Zum Nachweis der V-PPase-Proteine aus Beta vulgaris 
10 wurde ein gegen die V-PPase der Mungbohne {Vigna 
radiata) gerichtetes, polyclonales Antiserum aus 
Kaninchen verwendet (Maeshima und Yoshida, J. Biol. 
Chem., 264 (1989), 20068-20073). Zur Detektion der 
V-ATPase-Proteine wurde ein gegen das Holoenzym der 
15 vakuolaren Adenosintriphosphatase (V-ATPase) von 
Kalanchoe daigremontiana gerichteter Antikorper aus 
'Kaninchen eingesetzt (Haschke et al . , In: Plant 
Membrane Transport, Herausgeber: Dainty, J., De Mi- 
chelis, M. I., Marre, E. und Rasi-Caldogno, F., 
20 1989, 149-154, Elsevier Science Publishers B. .V., 
Amsterdam) . 

Im Falle der C-PPase wurde ein polyklonales Antise- 
rum aus Kaninchen benutzt, das von der Firma Euro- 
gentec (Herstal, Belgien) hergestellt worden war. 
25 Als Antigen wurde dabei das rekombinante, uber Ni- 
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NTA-Af f initatschromatographie auf gereinigte Protein 
BSP1 inj iziert . 

Immunoblot-Analysen wurden wie bei Weil und Rausch 
beschrieben (Planta, 193 (1994) , 430-437) durchge- 
5 fiihrt. Abweichend davon wurde zur Blockierung statt 
8% BSA 5% Magermilchpulver eingesetzt. Als Substrat 
wurde „SuperSignal West Dura®" (Pierce, Rockford, 
USA) verwendet . 

Zum Nachweis von V-PPase und V-ATPase wurden je 5 
10 fig Protein der angereicherten Tonoplastenf raktion 
in einem nativen ' 12%igen Polyacrylamid-Gel e- 
lektrophoretisch auf getrennt . Im Falle der C-PPase 
wurde je 0,5 g Blatt- und Riibenmaterial in fliissi- 
gem< Stickstoff gemorsert und das Homogenat direkt 
15 in 1 ml reduzierendem 2x Auf tragspuf f er (RotinLo- 
adl, Roth, Karlsruhe) aufgenommen. Je 5 /xl Rohex- 
trakt (entspricht 2,5 mg Frischgewichtsaquivalen- 
ten) wurde in einem 15%igen Polyacrylamid-Gel auf- 
getrennt . 

20 " Ergebnisse : 

Pigur 4 zeigt die Ergebnisse einer Westernblot- 
Analyse fur BSP1 : 

• BSP1 ist sowohl in der Rube als auch im Blatt 
vorhanden . 

25 Figur 5 zeigt die Ergebnisse einer Westerablot- 
Analyse fur die V-PPase: 
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• Die V-PPase kann in der Rube von Beta vulgaris 
detektiert werden. 

Beispiel 10: RNA-Extraktion und Northernblot- 
Analyse 

5 Seta vulgaris- Suspensionskulturzellen wurden in 
„Gamborg B 5 W -Medium mit 2% Saccharose, unter Zugabe 
folgender Phytohormone angezogen: 0,2 mg/1 Kinetin, 
0,5 mg/1 Naphtylessigsaure (NAA) , 0,5 mg/1 lndol-3- 
Essigsaure (IAA) und 2 mg/1 2,4-Dichlor- 
10 phenoxyessigsaure (2,4-D) . 

Fur die Stressexperimente wurden 6 Tage alte Zellen 
zunachst in frisches Medium uberfuhrt und nach zwei 
weiteren Tagen auf 0,9%ige Agarplatten ubertragen, 
wo sie fur 3 Tage belassen wurden. Die Plat ten 

15 enthielten standardmaSig wie das Flussigmedium Gam- 
borg B 5 -Medium mit 2% Saccharose, jedoch zusatzlich 
noch 125 mmol/1 Mannitol und 125 mmol/1 Sorbitol. 
Unter Stressbedingungen wurden die Zellen auf Plat- 
-ten ohne Mannitol und Sorbitol, ohne Phytohormone, 

20 ohne Saccharose, ohne Phosphat oder mit 100 mmol/1 
KC1 bzw. NaCl angezogen. 

Fur die Untersuchungen an Keimlingen wurden Beta 
vulgaris- Samen (diploide Hybride, KWS, Einbeck) in 
Schalen mit feuchtem Sand ausgesat. Zum Schutz vor 
25 Verdunstung wurden die Schalen mit einer Plastik- 
haube bedeckt und anschlieSend im Dunkeln bei 23° C 
aufbewahrt (Kontrollpf lanzen keimten unter Licht 
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mit einem Hell/dunkel-Rhythmus von 12/12 h) . Nach 6 
Tagen wurden die im Dunkeln gekeimten Pflanzen dem 
Licht exponiert und ihr in Spitze (obere 0,5 cm) 
und Basis unterteiltes Hypokotyl sowie ihre; Keim- 
blatter zu den Zeitpunkten 0, 3, 6, 9 und 12 h nach 
Beginn der Belichtung geerntet . Urn entwicklungsab- 
hangige Effekte ausschliefien zu konnen, wurde ein 
Teil der Pflanzen fur weitere 24 h im Dunkeln be- 
lassen, bevor entsprechende Kontrollproben genommen 
wurden . 

Urn die entwicklungsabhangige Expression der V-PPase 
zu untersuchen, wurden - Zuckerruben unter Freiland- 
bedingungen angezogen. Im Abstand mehrerer Wochen 
wurden Proben unterschiedlicher Gewebe genommen und 
15 bis zur Aufarbeitung bei -80° C gelagert. 

Die fur das Verwundungsexperiment verwendeten Zu- 
ckerruben wurden nach der Ernte 6 Monate bei 4° C 
gelagert. Die Verwundung wurde nach Rosenkranz et 
al. (J. Exp. Bot., 52 (2001), 2381-2384) durchge- 
20 f uhrt . 

Gesamt-RNA wurde nach der Methode von Logemann et 
al. (Analyt. Biochem. , 163 (1987), 16-20) isoliert. 
Je 15 jig RNA pro Spur wurde in einem l,4%igen Aga- 
rosegel mit einem Formaldehydgehalt von 2% e- 
25 lektrophoretisch aufgetrennt. AnschlieSend wurde 
die RNA per Kapillarubertragung auf eine Nylon- 
Membran (Duralon, Stratagene, Amsterdam) transfe- 
riert und durch UV darauf fixiert (Cross linker^, 
Stratagene, Amsterdam) . Die Detektion erfolgte mit- 
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tels Biotin-markierter Sonden nach Low und Rausch 
(In: Biomethods; A laboratory guide to biotin- 
labelling in biomolecule analysis, Herausgeber: 
Meier, T. und Fahrenholz, F., 1996, 201-213, Birk- 
5 hauser Verlag, Basel) . 

Figur 6 zeigt eine Northernblot -Analyse von 
V-PPase- und V-ATPase-Transkripten in verschiedenen 
Geweben 6 Tage alter, etiolierter Zuckerriibenkeim- 
linge, die im AnschluS an die Dunkelanzucht eineir 

.10 unterschiedlich langen Belichtungsdauer (0, 3, 6, 9 
bzw. 12 h) ausgesetzt worden waren. Zur Kontrolle 
entwicklungsabhangiger Veranderungen wurden einige 
Dunkelkeimer. weitere 24 h, also . insgesamt 7 Tage, 
im Dunkeln . gelassen, um ihre Transkriptmengen (Bahn 

15 9 bzw. 15) mit denen der 6 Tage alten, vergeilten 
Keimlinge ohne Lichtkontakt (Bahn 4 bzw. 10) ver- 
gleichen zu konnen. Als weitere Kontrolle dienten 6 
Tage alte Lichtkeimer , die unter einem 12/12 h 
Licht/Dunkelheit-Rhythmus bei 160 /xmol Photonen pro 

20 m 2 /s gewachsen waren (Bahn 3 und 16) . Es wurden je- 
weils 15 fig RNA aufgetragen. 

grgreJbnisse : 

Figur 6 zeigt die Ergebnisse einer Northernblot- 
Analyse zur Expression von V-PPase und V-ATPase in 
25 Beta-Keimlingen. 

• Unabhangig vom Belichtungsgrad ist die V-PPase 
in Geweben mit hoher Teilungsrate (Hypoko- 
tylspitze) oder Syntheseleistung (Kotyledonen) 
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stark exprimiert, wahrend die Expression in 
ausdif f erenzierten Geweben (Hypokotylbasis) 
niedrig ist . 

• Die Untereinheiten der V-ATPase werden' in den 
5 Keimblattern schwacher exprimiert als in der 

Hypokotylbasis, und zwar unabhangig vom Grad 
der Belichtung. Im teilungsaktiven Bereicb der 
Hypokotylspitzen ist die Expression bei im Dun- 
keln angezogenen, etiolierten Keimlingen hoch, 
10 nimmt aber bereits wenige Stunden nach Belich- 

tung stark . ab . 

Die. Figuren . 7a und 7b zeigen die Ergebnisse einer 
Northernblot -Analyse der Effekte verschiedener 
Stressbehandlungen. auf die Transkriptspiegel der 
15 vakuolaren Pyrophosphatase (Isoform I und II) in 
Suspensionskulturzellen von Beta vulgaris L. 



Die Figur 8 zeigt ■ die Ergebnisse einer 
Northernblot -Analyse, aus der ein gegenlauf iges Ex- 
pressionsmuster von V-ATPase und V-PPase-Genen in 
20 Beta-Ruben nach Verwundung hervorgeht . 

SchlieSlich zeigt die Figur 9 eine Northernblot - 

Analyse zur entwicklungsabhangigen Expression der 

vakuolaren Pyrophosphatase (Isoform II = BVP2) in 

» 

verschiedenen Geweben von Beta vulgaris . 



WO 2004/083440 



48 



PCT/EP2004/001405 



Beispiel 11; Expression von V-PPase und C-PPase in 
Arabidopsis thaliana 

Urn den Einfluss der Uberexpression der cytosoli- 
schen Pyrophosphatase (C-PPase) von Beta vulgaris, 
5 der vakuolaren Pyrophosphatase (V-PPase) von Beta 
vulgaris beziehungsweise der gleichzeitigen Uberex- 
pression beider Pyrophosphatasen auf das Wachstum, 
insbesondere das Rosettenwachstum, von Arabidopsis 
thaliana zu untersuchen, wurden jeweils mit den 

10 vorgenannten erf indungsgemaSen -Verfahren transgene 
Arabidopsis- Pflanzen bereitgestellt . Die dazu ver- 
wendeten pBinAR-Vektoren (Figur lOa-c) enthielten 
neben der Vollangen-cDNA der jeweiligen Py- 
rophosphatase auch den CaMV3 5S-Promotor . Die Uber-. 

15 expression der jeweiligen Pyrophosphatasen farid un- 
ter der Kontrolle dieses 3 5S- Promo tors statt; Es 
wurde der Einfluss auf das Rosettenwachstum von A- 
rabidopsis thaliana im Vergleich zum Wildtyp unter- 
sucht. Dabei wurden die Trockengewichte von sechs 

20 Wochen alten Pflanzen bestimmt (Tabelle 3) . 



Tabelle 3 : 



Arabidopsis 
thaliana 


Wildtyp 


C-PPase 
sense 


V-PPase 
sense 


V-PPase 

C-PPase 
sense 


Gesamt- 

Spr o s st r ocken - 
gewicht (Rosette) 
[% (bezogen auf 
Wildtyp=100%) ] 


100 ± 6 


112 ± 8 


118 ± 
11 


♦ 

126 ± 
12 
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Ergebnisse : 

Die Uberexpression der Pyrophosphatasen in den 
transgenen Arabidopsis- Pf lanzen fuhrt zu einer sig- 
nifikanten Steigerung des Gesamt- 

5 Sprosstrockengewichts (Rosette) dieser Pf lanzen im 
Vergleich zum AraJbidopsis-Wildtyp. Dabei zeigt die 
gleichzeitige Uberexpression von beiden, sowohl der 
cytosolischen als auch der vakuolaren Pyrophospha- 
tase iii Arabidopsis thaliana einen besonders star- 
10 ken Effekt auf das Gesamt-Sprosstrockengewicht ; es 
wurde eine Steigerung um etwa 26% erreicht . 

Die erf indungsgemaS erhaltliche transgene Pf lanze 
weist ein gesteigertes Wachstum in Folge vermehrter 
Meristemaktivitat auf . 

15 Beispiel 12: Expression von V-PPase und C-PPase in 
Beta vulgaris 

Um den Einfluss der Uberexpression der cytosoli- 
: schen Pyrophosphatase (C-PPase) von Beta vulgaris, 
der vakuolaren Pyrophosphatase (V-PPase) von Beta 

20 vulgaris beziehungsweise der gleichzeitigen Uberex- 
pression beider Pyrophosphatasen auf das Wachstum 
hauptsachlich der Speicherwurzel, insbesondere das 
Rubenf rischgewicht , von Beta vulgaris sowie auf- den 
Saccharosegehalt im Riibenkorper zu untersuchen, 

25 wurden jeweils mit den vorgenannten erf indungsgema- 
Sen Verfahren transgene Beta vulgaris- Ruben bereit- 
gestellt. Die dazu verwendeten Vektoren enthielten 
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neben der Vollangen-cDNA der jeweiligen Py- 
rophosphatase auch den CaMV35S- Promo tor . Die Uber- 
expression der jeweiligen Pyrophosphatasen f and un- 
ter der Kontrolle dieses CaMV35S- Promoters statt, 
5 Es wurde der Einfluss auf das Rubenf rischgewicht , 
von Beta vulgaris im Vergleich zum Beta vulgaris 
Wildtyp 6 B 2840 untersucht (Tabelle 4) . 



Tabelle 4 : 



Beta 
vulgaris 


Wildtyp 
6 B 2840 


C-PPase 
sense 


V-PPase 
sense 


V-PPase 
& 

C-PPase 
sense 


Gesamt- 
Rubenf risch- 
gewicht 
[% (bezogen 
auf Wild- 
typ=100%) ] 


100 ± 12 


112 ± 13 


114 ± 11 


119 ± 13 



Es wurde der Einfluss auf den Saccharosegehalt in 
10 der Rube von Beta vulgaris im Vergleich zum Saccha- 
rosegehalt in der Rube des Beta vulgaris Wildtyp 6 
B 284 0 untersucht (Tabelle 5) . 



-Tabelle 5 : 



Beta 
vulgaris 


Wildtyp 
6 B 2840 


C-PPase 
sense 


V-PPase 
sense 


V-PPase 
& 

C-PPase 
sense 


Saccharosege- 
halt 
[Gew. -%] 


16 ± 2 


18 ± 2 


19 ± 3 


21 ± 3 


Saccharosege- 
halt 
[% (bezogen 
auf Wild- 
typ=100%) ] 


100 


112,5 


118,75 


131,25 
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Ergebni sse : 

Die Uberexpression der Pyrophosphatase!! in den 
transgenen Beta vulgaris -Ruben fuhrt jeweils zu ei- 
ner signif ikanten Steigerung des Rubenf rischge- 
5 wichts und des Saccharosegehalts dieser Pflanzen im 
Vergleich zum Wildtyp. Dabei zeigt die gleichzeiti- 
ge Uberexpression von beiden, sowohl der cytosoli- 
schen als auch der vakuolaren, Pyrophosphatase ei- 
nen besonders starken Effekt auf das Rubenf rischge- 
10 wicht und den Saccharosegehalt . Es wurde beim Ru- 
benf rischgewicht eine Steigerung um etwa 19% er- 
reicht . Gleichzeitig war der Saccharosegiehalt auf 
einen Wert von etwa 21% erhoht, was eine Steigerung 
im Vergleich zum Wildtyp um etwa 31% entsprach. 

15 Die erf indungsgemaS erhaltlichen transgenen Riiben- 
pflanzen weisen einen gesteigerten Saccharosegehalt 
und ein gesteigertes Wachstum in Folge erhohter Me^ 
ristemaktivitat auf . 
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Anspriiche 

1. Verfahren zur Herstellung einer transgenen 
5 Zuckerrubenpf lanze umfassend: 

a) Transf ormieren mindestens einer Zucker- 
rubenzelle mit mindestens zwei Transgenen, 
wobei das erste Transgen fur eine vakuolare 
Pyrophosphatase (V-PPase) und das zweite 

10 Transgen fur eine cytosolische und/oder kern- 

lokalisierte losliche Pyrophosphatase 

(C-PPase) codiert , 

b) Kultivieren und Regenerieren der transf or- 
mierten Zellen unter Bedingungen, die zur 

15 vollstandigen Regeneration der transgenen Ru- 

benpf lanze fuhren, und 

c) Erhalten einer transgenen Rubenpf lanze mit 
: gesteigertem Saccharosegehalt in der Rube 7 

gesteigerter und/oder velangerter Meristem- 
20 aktivitat- und/oder verringerter Saccharose- 

abbaurate wahrend der Lagerung. 
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2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei das erste 
Transgen eine Nucleinsauresequenz umfasst, die 
ausgewahlt ist aus der Gruppe der Nucleotidse- 
quenzen bestehend aus 

5 a) einer Nucleotidsequenz dargestellt in SEQ ID 

Nr. 4 , einer komplementaren Sequenz davon, 

b) einer Nucleotidsequenz codierend die Amino- 
sauresequenz dargestellt in SEQ ID 
Nr. 5, einer komplementaren Sequenz davon und 

10 c) einer Nucleotidsequenz, die mit der Sequenz 

nach aj oder b) eine Sequenzidentitat von 
mehr als 80% aufweist. 

3. Verfahren nach Anspruch . 1 oder 2, wobei das 
zweite Transgen eine Nucleinsauresequenz urn- 

15 fasst, die ausgewahlt ist aus der Gruppe der 

Nucleotidsequenzen bestehend aus 

a) einer Nucleotidsequenz dargestellt in SEQ ID 
Nr. 1 , einer komplementaren Sequenz davon, 

: b) einer Nucleotidsequenz codierend die Amino- 
20 sauresequenz dargestellt in SEQ ID 

Nr. 2, einer komplementaren Sequenz davon und 

c) einer Nucleotidsequenz, die mit der Sequenz 
nach a) oder b) eine Sequenzidentitat von 
mehr als 80% aufweist. 



25 



WO 2004/083440 PCT/EP2004/001405 

54 



4 . Verf ahren nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, wobei das erste und/oder zweite 
Transgen auf einem Vektor angeordnet ist . 

5. Verf ahren nach einem der vorhergehenden An- 
5 spruche, wobei der Vektor zur Uberexpression 

des erst en und/oder zweiten Transgens ausges- 
tattet ist. 

6 . Verf ahren nach einem der vorstehenden Ansprii- 
che, wobei das erste und/oder zweite Transgen 

10 auf dem Vektor operativ verknupft zu einem 

* Promoter vorliegt. 

7. Verf ahren nach einem der vorstehenden Anspru- 
che, wobei der Promotor ein gewebespezif ischer 
Promotor, ein konstitutiver Promotor, ein in- 

15 duzierbarer Promotor 1 oder eine Kombination da- 

von ist . 

8. Verf ahren nach einem der vorstehenden Anspru- 
che, wobei der Promotor ein Promotor aus Beta 
vulgaris, Arabidopsis thaliana oder dem Blu- 

20 menkohlmosaik-Virus ist . 

9. Verf ahren nach einem der vorstehenden Anspru- 
che, wobei der Promotor der CaMV3 5S- Promotor 
ist . 
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10. Verf ahren nach einem der vorstehenden . An- 
spruche, wobei der Promotor ein V- 
PPasepromotor aus Beta vulgaris ist. 
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11. Verfahren nach vorstehendem Anspruch, wpbei 
der Promotor eine Nucleotidsequenz umfasst, 
die ausgewahlt ist aus der Gruppe der Nucleo- 
tidsequenzen bestehend aus 

a) einer Nucleotidsequenz nach SEQ ID Nr. 6 oder 
7, einer komplementaren Sequenz davon und 

b) einer Nucleotidsequenz, die mit einer der Se- 
quenzen nach SEQ ID Nr. 6 oder 7 eine Se- 
quenz ident it at von mehr als 80% aufweist. 

12 . Verfahren nach einem der vorstehenden An- 
spruche, wobei der Promotor der Saccharose- 
synthasepromotor ist. 

13 . Verfahren nach einem der vorstehenden An- 
spruche, wobei der Promotor ein lagerungs- 
spezifischer Promotor ist. 

14 . Verfahren nach einem der vorstehenden An- 
spruche, wobei der Vektor Intrans -Enhancer o- 

. der sonstige Regulationselemente aufweist. 

15 . Verfahren nach einem der vorstehenden An- 
spriiche, wobei das erste und zweite Transgen 
auf einem einzigen Vektor zusammen angeordnet 
sind. 

16 . Verfahren nach einem der vorstehenden An- 
spruche, wobei das erste und zweite Transgen 
auf verschiedenen Vektoren angeordnet sind. 
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17. Verfahren nach einem der vorstehenden An- 
spruche, wobei erstes und zweites Transgen 
gleichzeitig transf ormiert werden. 

18. Verfahren nach einem der vorstehenden An- 
spruche, wobei die Transformation eine bio- 
listische Transformation, eine Elektro- 
transformation, eine Agrobakterien-vermittelte 
Transformation und7oder eine Viren-vermittelte 
Transformation ist . 

19. Transgene, vorzugsweise fertile, Pflanzen 
mit mindestens einer transf ormierten Zelle, 
erhalten nach einem Verfahren gemaS einem der. 
vorstehenden Anspruche . 

20. Transgene • Pflanze nach vorstehendem An- 
spruch, gekennzeichnet durch einen gesteiger- 
ten Saccharosegehalt . 

21. Transgene Pflanze nach einem der vorstehen- 
den Anspriiche, gekennzeichnet durch eine er- 
hohte Meristemaktivitat wahrend der Wachstums. 

22 . Transgene Pflanze nach einem der vorstehen- 
den Anspruche, gekennzeichnet durch eine ver- 
ringerte Abbaurate von Saccharose wahrend der 
Lagerung . 

23. Ernte- oder Vermehrungsmaterial einer titans- 
genen Pflanze nach einem der vorstehenden An- 
spriiche . 
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24. Nucleinsauremolekiil codierend ein Protein 
mit der biologischen Aktivitat einer loslichen 
Pyrophosphatase aus Beta vulgaris, insbesonde- 
re einer C-PPase, wobei die Sequenz des Nuc- 
5 leinsauremolekuls ausgewahlt ist aus der Grup- 

pe der Nucleotidsequenzen bestehend aus: 

a) einer Nucleotidsequenz dargestellt in SEQ ID 
Nr. 1, einer komplementaren Sequenz davon, 

b) einer Nucleotidsequenz codierend die Amino- 
10 sauresequenz dargestellt in SEQ ID 

Nr. 2, einer komplementaren Sequenz davon und 

c) einer Nucleotidsequenz, die mit der Sequenz 
nach a) oder b) eine Sequenzidentitat von 
mehr als 80% aufweist. 

15 25. Nucleinsauremolekul codierend fur einen Pro- 

motor einer vakuolaren Pyrophosphatase (V- 
PPase) aus Beta vulgaris, wobei die Sequenz 
des Nucleinsauremolekuls ausgewahlt ist aus 
der Gruppe bestehend aus 

20 : a> einer Nucleotidsequenz nach SEQ ID Nr. 6 oder 
7, eine komplementaren Sequenz davon und 

b) einer Nucleotidsequenz die mit einer der Se- 
quenzen nach SEQ ID Nr. 6 oder 7 eine Se- 
quenzidentitat von mehr als 80% aufweist. h 

25 26 . Verwendung des Nucleinsauremolekuls nach An- 

spruch 24 zur Herstellung einer transgenen 
Pflanze mit mindestens einer transf ormierten 
Zelle . 
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27. Vektor enthaltend die Sequenz des Nuclein- 
sauremolekuls nach Anspruch 24 und/oder 25. 

28. Vektor nach Anspruch 27, der ein viraler 
Vektor oder Plasmid ist. 

5 29. Verwendung des Vektor s nach Anspruch 27 oder 

28. zur Herstellung einer .transgenen Pflanze 
mit mindestens einer transf ormierten Zelle. 

30. Wirtszelle, transf ormiert mit einem Vektor 
nach Anspruch 27 oder 28. 
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31. Wirtszelle nach Anspruch 30 , die eine bakte- 
rielle Zelle, pflanzliche Zelle oder tierische 
Zelle ist . 
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SEQUENCE LISTING 
<110> Siidzucker Aktiengesellschaft Mannheim/Ochsenfurt 
<120> Veranderte Expression in Zuckerrube 
<130>* 17157 
<160> 21 

<170> Patentln version 3.1 

<210> 1 
<211> 1041 
<212> DNA 

<213> Beta vulgaris 
<400> ' 1 



attataaaaa 


cccctcaaaa tcaggagaag tttaaggaat ttgtagatct 


ccgattcttc 


60 


tgtattcgtt 


cattctaaaa gctttcgatt ttacgctctt cgctaatttt 


tctgaaacat 


120 


ggatgaggag 


atgaatgctg ttgcggagat gaatgctgtt gcttctaaag 


taaaagaaga 


180 


gtatcgccga 


gctccgaagt tgaaccaaag gatcatttcg tcaatgtcaa 


ggagatctgt 


240 


tgcggcccat 


ccttggcatg atctcgagat tggacctaat gcccctgaaa 


tctgtaactg 


300 


tgttgttgag 


atacctaaag ggagcaaggt caagtatgag cttgacaaga 


aaactggact 


360 


tattatggtt 


gatcgaatat tatactcatc tgtggtctat cctcacaact 


atggttttat 


420 


tccaagaaca 


ttgtgcgaag atggtgaccc catggatgtt ttagtgctca 


tgcaggaacc 


480 


agtcgtccca 


ggtcgctttc ttcgagcccg ggcaattggt ttaatgccta tgattgatca 


540 


gggggagaaa 


gacgataaga taattgcagt ttgtgccgat gatcctgaag 


ttcgccatta 


600 


cactgatatc 


aaccagcttc ctcctcatcg tttggctgag atcagacgct 


tttttgagga 


660 


ctacaagaaa 


aatgagaaca aagaggttgc agtgaatgaa tttttgccag 


ctcaaattgc 


720 


tcatgatgcc 


atccagcact ctatggatct ctatgcggaa tacatcctac 


agacattgag 


780 


gagatgatga 


atggcacttt caattattgt cattcatatc ctgaagtaat 


attgaaggct 


84 0. 


tttggtcaca 


ttgttacatc ttatttttgg tgctacctat ttaagagtcg 


atgttggaaa 


900 


tcccaaaaga 


aagaaaagga gattttccct gttccttttc- tgaatcttct 


tgtcgaaaat 


960 


tttatgtatt gtagtaaagc taaaacaatc ttcatgaact ttgaagttga gtttcctgta 


1020 


tcatgtttgg 


tttaggaggc t 




1041 
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<210> 2 
<211> 222 
<212> PRT 

<213> Beta vulgaris 
<400> 2 

Met Asp Glu Glu Met Asn Ala Val Ala Glu Met Asn Ala Val Ala Ser 
15 10 15 



Lys Val Lys Glu Glu Tyr Arg Arg Ala Pro Lys Leu Asn Gin Arg lie 
20 25 30 



lie Ser Ser Met Ser Arg Arg Ser Val Ala Ala His Pro Trp His Asp 
35 40 45 



Leu Glu lie Gly Pro Asn Ala Pro Glu lie Cys Asn Cys Val Val Glu 
50 " 55 60 



lie Pro Lys Gly Ser Lys Val .Lys Tyr Glu Leu Asp Lys Lys Thr Gly 
65 70 75 80 



Leu lie Met Val Asp Arg lie Leu Tyr Ser Ser Val Val Tyr Pro His 
85 90 95 



Asn Tyr Gly Phe lie Pro Arg Thr Leu Cys Glu Asp Gly Asp Pro Met 
100 105 110 



Asp Val Leu Val Leu Met Gin Glu Pro Val Val Pro Gly Arg Phe Leu 
115 120 125 



Arg Ala Arg Ala lie Gly Leu. Met Pro Met lie Asp Gin Gly Glu Lys 
130 135 140 



Asp Asp Lys lie lie Ala Val Cys Ala Asp Asp Pro Glu Val Arg His 
145 150 155 160 



Tyr Thr Asp lie Asn Gin Leu Pro Pro His Arg Leu Ala Glu lie Arg 
165 * 170 175 



Arg Phe Phe Glu Asp Tyr Lys Lys Asn Glu Asn Lys Glu Val Ala Val 
180 * 185 190 



Asn Glu Phe Leu Pro Ala Gin lie Ala His Asp Ala lie Gin His Ser 
195 200 205 
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Met Asp Leu Tyr Ala Glu Tyr lie Leu Gin Thr Leu Arg Arg 
210 215 220 



<210> 3 
<211> 245 
<212> PRT 

<213> Beta vulgaris 
<400> 3 

Met Arg Gly Ser His His His His His His Gly Ser Ala Thr Met Asp 
15. 10 15 



Glu Glu Met Asn Ala Val Ala Glu Met Asn Ala Val Ala Ser Lys Val 
20 25 30 



Lys Glu Glu Tyr Arg Arg Ala Pro Lys Leu Asn Gin Arg lie lie Ser 
35 40 45 



Ser Met Ser Arg Arg Ser Val Ala Ala His Pro Trp His Asp Leu Glu 
50 55 60 



lie Gly Pro Asn Ala Pro Glu lie Cys Asn Cys Val Val Glu lie Pro 
65 70 75 80 



Lys Gly Ser Lys Val Lys Tyr Glu Leu Asp Lys Lys Thr Gly Leu lie 
8 5 90 95 



Met Val Asp Arg lie Leu Tyr Ser Ser Val Val Tyr Pro His Asn Tyr 
100 105 110 



Gly Phe He Pro Arg Thr Leu Cys Glu Asp Gly Asp Pro Met Asp Val 
115 120 125 



Leu Val Leu Met Gin Glu Pro Val Val Pro Gly Arg Phe Leu Arg Ala 
130 . 135 140 



Arg Ala He Gly Leu Met Pro , Met He Asp Gin Gly Glu Lys Asp Asp 
145 150 155 160 



Lys He He Ala Val Cys Ala Asp Asp Pro Glu Val Arg His Tyr Thr 
165 170 175 



Asp He Asn Gin Leu Pro Pro His Arg Leu Ala Glu He Arg Arg Phe 
180 185 190 
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Phe Glu Asp Tyr Lys Lys Asn Glu Asn Lys Glu Val Ala Val Asn Glu 
195 200 205 * 

Phe Leu Pro Ala Gin He Ala His Asp Ala He Gin His Ser Met Asp 
210 215 220 

Leu Tyr Ala Glu Tyr He Leu Gin Thr Leu Arg Arg Val Asp Leu Gin 
225 230 235 240 

Pro Ser Leu He Ser 
245 

<2i0> 4 
<211> 2810 
<212> DNA 

<213> Beta vulgaris 
<400> 4 

acactcttcc tctccctctc ttccaaaccc tcttcattct ctctctctct ctctctctct 60 

ctcctttatc ttcttcttct tcttcaattt tcttctccca ttttcaaaaa tcatgggtgc 120 

agctcttctt ccagatctca taacagagat tatcattcct gtatgtgctg taattggaat 180 

tgctttctct ctctttcaat ggtacatcgt ttctcaggtc aagctttccc ctgactctac 240 

ccgcaataat aacaacaaaa atggattttc tgatagtttg attgaagaag aagaaggtct 300 

taatgaccaa agtgttgttg ctaaatgtgc tgaaattcag aatgctattt ctgaaggggc 360 

aacttccttc cttttcaccg agtaccagta tgttggtatc tttatggttg cttttgctgt 420 

gttgatattc cttttcctcg gatctgtgga gggtttcagc acaagtagcc aggaatgtac 480 

ctatgacaaa accaggaggt gcaagcctgc tcttgccact gctatcttca gcacagtggc 54 0 

cttcttgctt ggcgctatca cttctttggg ttctggtttc ttcgggatga agattgccac 600 

atacgcaaat gcccgaacaa cactagaggc tagaaagggt gtcggcaaag cattcattgt 660 

agcattcagg tctggagctg tcatgggatt- cctacttgct gcaaatggtc ttttggtgct 720 

ttacattact atccttctct tcaagattta ctatggtgat gactgggaag gtctgtttga 780 

ggctataact ggttatggtc ttggaggatc atccatggcc cttttcggta gagttgctgg 840 

aggtatttac acaaaagctg ccgatgtggg tgctgatctt gtcggtaagg ttgaaagaga 900 

catccctgag gatgacccca gaaatccagc tgttattgct gacaatgtcg gcgacaatgt 960 

tggggatatc gctggtatgg gttctgatct ttttggatcc tacgctgagt cgtcctgtgc 1020 

tgctcttgtt gttgcatcca tttcctcatt cgaaatttcc catgatttga cggcaatgat 1080 

gtacccattg ttggttagct cggttggtat tattgtttgc ttgatcacaa ccttatttgc 1140 
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aaccgatttc 


ttcgagatca aggctgttaa ggagattgag 


cctgcactca 


agaagcagct 


1200 


aatcatctcc 


actgctctta tgactgtcgg agttgcagtt 


atttcttgga 


ttgctcttcc 


1260 


tacttcattt 


accatttttg acttcggatc tcagaaggag 


gtgcagaact 


ggcaattgtt 


1320 


tttatgtgtt 


gctgttgggt tgtgggctgg ctgtgcaaga 


tgttgctgat 


tcttgccgaa 


1380 


ctaaacrctcrc 


cacaaatgtt atttttggcc tggccttggg 


ttacaaatca 


gtcattattc 


1440 


ctatttttgc 


cattgctatc agcattttcg tcagttttag 


ctttgcagct 


atgtatggta 


1500 


ttgctatggc 


tgctcttggt atgctgagca ccattgccac 


tggattggct 


attgatgcat 


1560 


atggccctat 


cagtgataat gctggaggca ttgctgagat 

ZJ 3 ^ -J ZJ ZJ -J — ' — ' 


ggctggtatg 


agccacagaa 


1620 


tcccrtqaqaq 


aactgatgcc cttgatgctg ctggaaacac 


aaccgctgct 


attggaaagg 


1680 


gttttgcaat 


cggttctgca gctcttgttt ctcttgctct 


ctttggtgct 


tttgtaagcc 


1740 


gtgcatccat 


ccaaactgtg gatgtgttga ccccgaaagt 


attcattggt 


ctcattgtgg 


1800 


gagccatgct 


tccatactgg ttctctgcca tgacaatgaa 


gagtgtggga 


agtgcagctt 


1860 


tgaaaatggt 


tgaggaggtc cgaaggcaat tcaacaccat 


ccctggcttg 


ctggaaggca 


1920 


ctgccaaacc 


cgactatgct acctgtgtca agatctccac 


tgatgcttcc 


atcaaggaga 


1980 


tgatcccccc 


aggtgctctt gtcatgctca caccattgat 


tgttggaacc 


ttctttggtg 


2040 


tcgaaactct 


gtctggcgtt cttgctggtt ctcttgtgtc tggtgtacag 


attgctattt 


2100 


ctgcatccaa. cactggtggt gcttgggaca atgccaagaa 


gtacattgag 


gctggtgctt 

ZJ ZJ Zj ^ *~ »» 


2160 


cagagcatgc 


aaggacactt ggtcccaagg gatcagatgc 


acacaaggca 


gctgtgatcg 

Z? ZZ* Z3> Z*9 


2220 


gtgacaccat 


cggtgaccca cttaaggaca catcaggacc 


atcactcaac 


attctaatca 


2280 


agcttatggc 


tgtcgagtca ctagtgttcg cccccttctt 


cgccacccac 


ggtggcttgc 


2340 


tcttcaagta 


cctctaaata tgatcggcgc aaaatcagaa 


ggcgacagag 


ggaggaattc 


2400 


gcggtttctt 


ctcctcattt tgtcgcctac aaatcgggca 


agttttaaat 


tttatcgcac 


2460 


aatttttgaa 


tgtcgttaga tgacaactac aaggctggag 


gggctaaaac 


ttctacatga 


2520 


tgatgatgat 


aatgataatt tggaagcaag tcttgtgaaa 


aatagagtta 


tatggtcaac 


icon 


attattcttt 


tcttttttct tccttttatt gtaagatcgg 


gatttgtagt 


aatcattttg 


2640 


caaacctctt 


ttgttaggta taactcattt tctattttag tccttcagaa 


attgcatgca 


2700 


gttgcccttt 


tattttctaa aaagagaacc tgttcttgag 


catgtgttgt 


aagggcagaa 


2760 


tgttctcatg 


tactttcttg gaatttatct cattttgcag 


attggatcta 


2810 
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<210> 5 
<211> 764 
<212> PRT 

<213> Beta vulgaris 
<400> 5 

Met Gly Ala Ala Leu Leu Pro Asp Leu lie Thr Glu lie lie lie Pro 
15 10 15 



Val Cys Ala Val He Gly He Ala Phe Ser Leu Phe Gin Trp Tyr He 
20 25 30 



Val Ser Gin Val Lys Leu Ser Pro Asp Ser Thr Arg Asn Asn Asn Asn 
35 40 45 



Lys Asn Gly Phe Ser Asp Ser Leu He Glu Glu Glu Glu Gly Leu Asn 
50 55 60 ■ 



Asp Gin Ser Val Val Ala Lys Cys Ala Glu He Gin Asn Ala He Ser 
65 70 75 80 



Glu Gly Ala Thr Ser Phe Leu Phe Thr Glu Tyr Gin Tyr Val Gly He 
85 90 95 



Phe Met Val Ala Phe Ala Val Leu He Phe Leu Phe Leu Gly Ser Val 
100 105 110 



Glu Gly Phe Ser Thr Ser Ser Gin Glu Cys Thr Tyr Asp Lys Thr Arg 
115 120 125 



Arg Cys Lys Pro Ala Leu Ala Thr Ala He Phe Ser Thr Val Ala Phe 
130 135 140 



Leu Leu Gly Ala He Thr Ser Leu Gly Ser Gly Phe Phe Gly Met Lys 
145 :. 150 155 160 



He Ala Thr Tyr Ala Asn Ala Arg Thr Thr Leu Glu Ala Arg Lys Gly 
165 170 175 



Val Gly Lys Ala Phe He Val Ala Phe Arg Ser Gly Ala Val Met Gly 
180 185 190 



Phe Leu Leu Ala Ala Asn Gly Leu Leu Val Leu Tyr He Thr He Leu 
195 200 205 
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Leu Phe Lys lie Tyr Tyr Gly Asp Asp Trp Glu Gly Leu Phe Glu Ala 
210 215 220 



lie Thr Gly Tyr Gly Leu Gly Gly Ser Ser Met Ala Leu Phe Gly Arg 
225 230 235 240 



Val Ala Gly Gly He Tyr Thr Lys Ala Ala Asp Val Gly Ala Asp Leu 
245 250 255 



Val Gly Lys Val Glu Arg Asp He Pro Glu Asp Asp Pro Arg Asn Pro 
260 265 270 



Ala Val He Ala Asp Asn Val Gly Asp Asn Val Gly Asp He Ala Gly 
275 280 285 



Met Gly Ser Asp Leu Phe Gly Ser Tyr Ala Glu Ser Ser Cys Ala Ala 
290 295 300 



Leu Val Val Ala Ser He Ser Ser Phe Glu He Ser His Asp Leu Thr 
305 310 315 320 



Ala Met Met Tyr Pro Leu Leu Val Ser Ser Val Gly He He Val Cys 
325 330 335 



Leu He Thr Thr Leu Phe Ala Thr Asp Phe Phe Glu He Lys Ala Val 
340 345 350 



Lys Glu He Glu Pro Ala Leu Lys Lys Gin Leu He He Ser Thr Ala 
355 360 365 



Leu Met Thr Val Gly Val Ala Val He Ser Trp lie Ala Leu Pro Thr 
370 375 380 



Ser Phe Thr He Phe Asp Phe Gly Ser Gin Lys Glu Val Gin Asn Trp 
385 390 395 400 



Gin Leu Phe Leu Cys Val Ala Val Gly Leu Trp Ala Gly Leu He He 
405 410 " 415 



Gly Phe Val Thr Glu Tyr Tyr Thr Ser Asn Ala Tyr Ser Pro Val Gin 
420 425 430 



Asp Val Ala Asp Ser Cys Arg Thr Gly Ala Ala Thr Asn Val He Phe 
435 440 445 
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Gly Leu Ala Leu Gly Tyr Lys Ser Val lie lie Pro lie Phe Ala lie 
4 50 4 55 4 60 



Ala lie Ser lie Phe Val Ser Phe Ser Phe Ala Ala Met Tyr Gly lie 
465 470 475 480 



Ala Met Ala Ala Leu Gly Met Leu Ser Thr He Ala Thr Gly Leu Ala 
485 490 495 



He Asp Ala Tyr Gly Pro He Ser Asp Asn Ala Gly Gly He Ala Glu . 
500 * 505 510 



Met Ala Gly Met Ser His Arg He Arg Glu Arg Thr Asp Ala Leu Asp 
515 520 525 



Ala Ala Gly Asn Thr Thr Ala Ala He Gly Lys Gly Phe Ala He Gly 
530 535 540 



Ser Ala Ala Leu. Val Ser Leu Ala Leu Phe Gly Ala Phe Val Ser Arg 
545 550 555 560 



Ala Ser He Gin Thr Val Asp Val Leu Thr Pro Lys Val Phe He Gly 
565 570 575 



Leu He Val Gly Ala Met Leu Pro Tyr Trp Phe Ser Ala Met Thr Met 
580 585 590 



Lys Ser Val Gly Ser Ala Ala Leu Lys Met Val Glu Glu Val Arg Arg 
595 600 605 



Gin Phe Asn Thr He Pro Gly Leu Leu Glu Gly Thr Ala Lys Pro Asp 
610 615 620 



Tyr Ala Thr Cys Val Lys He Ser Thr Asp Ala Ser He Lys Glu Met 
625 630 635 640 



He Pro Pro Gly Ala Leu Val Met Leu Thr Pro Leu He Val Gly Thr 
645 650 655 



Phe Phe Gly Val Glu Thr Leu Ser Gly Val Leu Ala Gly Ser Leu Val 
660 665 670 



Ser Gly Val Gin He Ala He Ser Ala Ser Asn Thr Gly Gly Ala Trp 
675 680 685 
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Asp Asn Ala 
690 



Lys Lys Tyr lie Glu Ala Gly Ala 
695 



Ser Glu His Ala Arg 
700 



Thr Leu Gly 
705 



Pro Lys Gly Ser Asp Ala His Lys 
710 715 



Ala Ala Val He Gly 
720 



Asp Thr He 



Gly Asp Pro Leu Lys Asp Thr Ser 
725 730 



Gly Pro Ser Leu Asn 
735 



He Leu He 



Lys Leu Met Ala Val Glu Ser Leu 
740 745 



Val Phe Ala Pro Phe 
750 



Phe Ala Thr 
755 



His Gly Gly Leu Leu Phe Lys Tyr 
760 



Leu 



<210> 6 

<211> 1733 

<212> DNA 

<213> Beta vulgaris 












<400> 6 
atcctccatc 


gattcacata 


ggatgtgaac 


cgttgatttt 


tttttttttt 


taaaaagttc 


60 


agtgcaaaag 


ttagaaatta 


cttaaggcaa 


atcgctattt 


caattagcga 


ttttattaaa 


120 


atagatcact 


aactgaagcc 


tgtttactat 


cattttttgt 


ttttagcttt 


caaaatttct 


180 


aaaaactata 


aacaagatga 


taaaaaccac 


aaaaaatagt 


tttaagttat 


tagttttcaa 


240 


aattgagaag 


actatatatt 


atagcaatga 


atacttttaa 


gtttattata 


ctgtttatat 


300 


catatgactt 


ttaaaaccat 


caaccaaaaa 


ttgaaaatta 


atagtgatgt 


tgaacaaccc 


360 


taagttagca 


ttttctattt 


tacaaaacca 


ctaactcgga 


tagcgattta 


attaagttaa 


420 


accactaact 


caaaattagc 


ggtttaattc 


gggtacatca 


caaaccattc 


acataacact 


480 


tgaacaatat 


tttctaaaat 


aaaaactaac 


ctaaaccgct 


aactcaatta 


gtgatgttga 


540 


gagtattttt 


gtccttcttt 


aacctcacag 


ctaatggttt 


tgttcattat 


aagtgtcact 


600 


tcaataaaat 


gattctcata 


gttatcttta 


aaaagtgttc 


ttttatgtta 


aaaacaatta 


660 


agttcaatga 


cataaacgag 


attcgatccc 


acacaagact 


ttaccagtta 


agctatataa 


• 720 


catccatcag 


tatctaaaaa 


gaagtcggta 


cctgacaatg 


acggtaaaaa 


agcaccttaa 


780 


aaaagtaata 


ctatgtgaat 


ttaggttcct 


tatcaagcgc 


ttcagaaaca 


cctattatca 


840 


atcaaagaaa 


taatagtaat 


aataataata 


ccaataaaaa 


taattaaaat 


gaattacaaa 


900 


atataatact 


ccacctaatt 


ataatttact 


agaatttttt 


gcacgcgatg 


cgtgcttgaa 


960 
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tttttttcga 


aaaagaaact 


cgattttttt 


cgacataaga 


gtcaaaattt 


gaacattaga 


1020 


caaacgaagt 


ataattattt 


ttagttgcaa 


aatttgattg 


gcttagtttc 


tatcacttat 


1080 


atctctcacc 


attctttttt 


ttttttatac 


ttttcaaagt 


taaattatat 


gaacaaaaga 


1140 


gaaattttat 


tgaatttatt 


tataattttt 


aatattataa 


ttttttagtt 


gatttttgaa 


1200 


ttaagtacag 


tactttataa 


attgtaaaga 


aagtgtacac 


tttgatttca 


agtcaatttt 


1260- 


ttcataggtt 


gtagtttgta 


agtgaatttt 


tttgtttttg 


taaagtttat 


tcattttagt 


1320 


gatttgcata 


acgtaaatta 


tgcaatttta 


tgattttagt 


tgacttgtga 


gtgattgtta 


1380 


taattatatt 


tttggcattt 


ttgtttgaag 


cccactttaa 


tttgtaagtg 


aatttgttat • 


• 1440 


ttagaatgag 


aagggggtaa 


aatagacatt 


tcaaaatagg 


acaccattgc 


tcccctttcc 


1500 


cttatataat 


agagataagt 


agtaaataaa 


tagaaagtaa- 


aaacccctca 


actttgagga 


1560 


gtacttacct 


taattaatat 


cccatttccc 


ttgtcaatcc 


tccctataaa 


acaaaaccca 


1620 


cacttctcac 


actcttcctc 


tccctctctt 


ccaaaccctc 


ctcattttct 


ctctctctct 


1680 


cctttatctt 


cttcttcttc 


ttcaattttc 


ttctcccatt 


ttcaaaaatc 


atg 


1733 


<210> 7 

<211> 962 

<212> DNA 

<213> Beta vulgaris 












<400> 7 
tcgaatttac 


aataatttat 


tttgcacata 


aaaattgacg 


ttgttgcgca 


taaattgaat 


60 


ataatataaa 


agattattga 


ctacatcaca 


taaaatctga 


ttatgagtga 


gttctttctt 


120 


cacctaaata 


acatgaactt 


atttaaactg 


acttattaaa 


ccttattgat 


ccttacttga 


180 


acgtatattt 


gagtattatc 


tcagacctga 


tcaattataa 


tcagactata 


tctgaactta 


240 


ttagacctaa 


aatttatttt 


ttaagttgaa 


gagaatatac 


cttataattc 


atattaaaaa 


300 


attaactaca 


tatacaaaaa 


atgattattt 


aaaaaataat 


tatatcaaat 


aaaaacggac 


360 


tatattatac 


taaagctata 


tttagttcac 


ccgaattttt 


tgattagaac 


ttatgttttc 


420 


taatctgatc 


tgatctgaac 


tgatctgatt 


acaagatctt 


atcttttaga 


tttttctcaa 


480 


tatataagaa 


aaaatataat 


catgtggggt 


cttgtttgat 


tcgtatcaat 


gagtacttta 


540 


ttcatgttca 


attattataa 


tttttactaa 


tacgtgaaga 


aagatattta 


atagtaataa 


600 


tgatttttaa 


atatgagcat 


gatctgaact 


gatttgatct 


gaactttttt 


tttatctgat 


660 


ctgaaataag 


taaaaataag 


ctcaactaaa 


catggcctaa 


gtataatttt 


caataaacaa 


720 


cattaagtta 


ttatgaatgt 


aatccatttc 


aagttttttt 


taaaacccta 


ttacacctca 


780 
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ccacacccaa taaaaacccg tcctaatttc tcctcactat aaaactaaaa acccactcca 840 
ctctcttaca cacactccac actcaaattg tgttgttgtc ttaactgtat tttctctgtt 900 
gccggaattt cggcgatttt tagggttccg gcgtaaagtt agggttccgg tgaagaaaaa 960 

962 

<210> 8 

<211> 18 

<212> DNA 

<213> Beta vulgaris 

<400> 8 

tgctgctcat ccwtggca 18 

<210> 9 

<211> 22 

<212> DNA 

<213> Beta vulgaris 

<400> 9 

tcrttyttct tgtartcytc aa 22 

<210> 10 

<211> 38 

<212> DNA 

<213> Beta vulgaris 

<400> 10 

gtcgggatcc gccaccatgg atgaggagat gaatgctg 38 

<210> 11 

<211> 38 

<212> DNA 

<213> Beta vulgaris 

<400> 11 

gaagctgcag gtcgactctc ctcaatgtct gtaggatg 38 

<210> 12 

<211> 31 

<212> DNA 

<213> Beta vulgaris 

<400> 12 

ccggggtacc aaggaatttg tagatctccg a 31 

<210> 13 

<211> 31 

<212> DNA 

<213> Beta vulgaris 
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<400> 13 



ctagtctaga agcctcctaa accaaacatg a 



31 



<210> 14 

<211>* 30 

<212> DNA 

<213> Beta vulgaris 

<400> 14 

acactcttcc tctccctctc ttccaaaccc 30 



<210> 15 

<211> 31 

<212> DNA 

<213> Beta vulgaris 



<210> 16 
<211> 34 
<212> DNA 

<213> Beta vulgaris 
<400> 16 

aagtcggggc ccgaattccc atggagtcaa agat ' 34 



<210> 17 ■ 

<211> 35 

<212> DNA 

<213> Beta vulgaris 



<210> 18 
<211> 20 
<212> DNA 

<213> Beta vulgaris 
<400> 18 

ggwgghattg ctgaratggc - 20 



<210> 19 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Beta vulgaris 



<400> 15 

tagatccaat ctgcaaaatg agataaattc c 



31 



<400> 17 

gaagccatcg ataagcttgg acaatcagta aattg 



35 



<400> 19 

agtayttctt dgcrttvtcc c 



21 
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<210> 20 
<211> 24 
<212> DNA 

<213> Beta vulgaris 
<400> 20 

ccaaaacgtc gtcgctaaat gtgc 24 



<210> 21 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> Beta vulgaris * 



<400> 21 

accggaaccc taactttacg 



20 
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